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EFICIENCIA DE LOS SIDEROSPOROS FUNGICOS COMO
LIGANDOS DE METALES PESADOS

M.C. Romero’!, Enso H. Reinoso’, M.I. Urrutia? y Maria Moreno Kiernan?

!Fac. de Cs. Veterinarias, 2 Fac. de Cs. Agrarias y Forestales, ® Minist. Salud. Prov. B.A. -
Catedra de Micologia Médica e Industrial, calle 60y 119, s/ n° -
Universidad Nacional de La Plata, 1900 La Plata, ARGENTINA
(reinosonavarrette@yahoo.com.ar ; cmriar@yahoo.com.ar)

INTRODUCCION

En habitats o medios deficientes en hierro las especies fungicas sintetizan
siderosporos (SP) con diversos grupos funcionales, a saber: hidroxamato (HX), rizo-
ferrina, acido rodotorulico, ferricrisina (Neilands, 1989). Los siderosporos son com-
puestos de bajo peso molecular, especificos para capturar Fe®*, pero se observd que
podian adsorber otros elementos como cadmio. cromo, torio y/o uranio (Der Helm
& Winkelmann, 1994; Baker & Dickman, 1995). Estos metales pesados (HM) son
liberados al medioambiente por numerosas industrias, por lo que las propiedades de
los SP o sus analogos podrian emplearse en estrategias de bioremediaciéon con el fin
de afectar la mobilidad de los metales en los desechos, suelos y aguas. Los objetivos
del presente estudio fueron evaluar el potencial de los SP fingicos con hidroxamato
para secuestrar los metales pesados (HM) cromo y cadmio, optimizar una técnica
sencilla de ponderacion para las especies fingicas como agentes detoxificantes y/o
indicadores de polucion.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento fungico y cultivos para produccion de siderosporos.

Se tomaron muestras compuestas de sedimentos de areas industriales en La
Plata, Argentina. Tres diluciones se sembraron, por triplicado, en medio de Vogel mo-
dificado con 75 ml de la solucién de antibiéticos (streptomicina 5,0 g, cloranfenicol
2,5 g, amoxicilina 5,0 g, agua destilada 1,0 1), y 200 ul CrO,K, (2 mM), pH 5.0. Las
placas se inocularon con las diluciones seleccionadas e incubaron a 28 °C, por 21
dias. Desarrollaron 14 cepas fUngicas pero s6lo aquellas que crecieron en 3 repiques
mas en este medio selectivo, se emplearon para los ensayos futuros. Las especies
fingicas se identificaron por macro, micromorfologia y formas reproductivas bajo
diversas condiciones (UV, con o sin luz, 20, 28 y 35 °C, pH 5-7).

La induccion de SP se logré mediante cultivos en tubos de 25 ml con 5 ml me-
dio de Vogel sin sulfato de amonio ferroso y con 30 mg / 1 de fosfato di-hidrogenado
de potasio, pH 5.0, e inoculadas con una suspension de micelio estandarizada por
espectrofotometria. Una vez sellados los tubos fueron incubados a 28 °C por 14 dias,
en estufa y oscuridad. Luego se centrifugaron, y el sobrenadante se filtré por filtros
de 0,2 um.
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Ensayos de complejacion

El test cromo-azurol (CAS, Schwyn
& Neilands, 1987) fue implementado
para evaluar la fijacion del CrO,** a los
SP fangicos, en este test se forma um
complejo coloreado que compuesto por
CAS, cation-hexadecilt trimetillamonio
(HDTMA) y Fe®*. Se inoculan las placas
con 200 ul del sobrenadante de 3 cepas
selecionadas para este ensayo, introdu-
ciendo como factor de seleccion 200ul
CrO,K,. Cuando el Fe** se fija a otro li-
gando, el color del complejo cambia de
azul a naranja-rosado. Dos ensayos se
realizaron simultadneamente, un juego
de placas con CAS-Fe®'. HDTMA-agar,
y el otro con CAS-CrO,**. HDTMA-agar.
Con el fin de evaluar la relacién entre los
ligandos y el cambio de color, se agrego
0.1-1.0 mM desferrioxamina (DFO). La
decoloracién se analiz6 mediante el pro-
grama UTHSCSA, disponible en http://
ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html; éste
convierte las imagenes de las cajas de
Petri a escala de grises y en 2 perfiles,
horizontal y vertical, midiendo a través
del halo. El gris mas fuerte corresponde al
naranja-rosado, el tono mas claro al azul.
El tono de gris de cada punto en funcion
de la posicién de las coordenadas, se
obtiene con un programa Microsoft Excel
(en igual pagina web).

RESULTADOS

Gliocladium viride, Gliocladium peni-
cilliodes, micelio estéril (ME-I) , Aspergillus
spp., Fusarium spp., Cladosporium spp.,
Geotrichum spp. y un segundo micelio
estéril (ME-II) desarrollaron en el medio
selectivo. G. viride, G. penicilloides y ME-I
se seleccionaron para los ensayos de ad-
sorcién de HM, por su crecimiento signi-
ficativo y persistente. Se destaca que en
las experiencias, se introdujo como factor
de seleccion la presencia de cromo, para
reducir el espectro de especies capaces
de desarrollar pero sin capacidad poste-
rior para la fijacién de metales pesados
(HM).

El cultivo de las especies aisladas
en medios deficiente en Fe 3* nos permitio
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diferenciar las especies productoras de
SP-HM; siendo G. viride, G. penicilloides
y ME-I las cepas de produccién mas sig-
nificativas, con 5,0 , 4,3 y 4,0 ug SP-HM
/ ml medio, respectivamente (Fig. 1). La
intensidad del color equivale a los nive-
les de sintesis de SP-HX (ug SP-HM / ml
medio)

Fusarium spp. y Cladosporium spp.
produjeron valores intermedios de (2,5
y 2,0 ug SP-HM / ml); mientras en los
ensayos de Geotrichum spp. y ME-II se
obtuvieron valores casi nulos, es decir que
ante la deficiencia de Fe 3* no sintetizan
SP-HM, habiendo desarrollado otro meca-
nismo para la captura de Fe 3* .

Para confirmar a valoracion de SP-
HM y quelacion in-vitro se aplico el test
cromo-azurol (CAS), que transforma los
colores de los complejos mencionados
en tonos de grises. Para cada punto del
halo se define G, = GX’y -G, donde GX’y
: tono de gris en el punto (x,y) a lo largo
de las coordenadas, G, _: tono de gris en
la region azul, y G, valor del tono para
cada punto multiplicado por 2nr, donde r
fue la distancia desde el centro del halo al
punto en cuestion. La decoloracién o va-
riacién del color (D) se obtuvo mediante la
relacion D = 2nr x G, _, o sea los datos de
cada punto naranja-rosado (x,,y,) al punto
de coloracion azul (x,,y,). El valor D del
punto de reacion se fija para cada extremo
de los ejes de coordenadas, dando un total
de 4 D para situarlo espacialmente dentro
del halo. La variacion de color se mide en
unidades arbitrarias, correspondiendo 90
000 D = 50 uM DFO.

En el ensayo de CAS en presencia
de Cd (Fig. 2) se observé que G. viride fijo
concentraciones fluctuantes de Cd, 40-50
uM DFO, para variaciones de Cd de 100 a
500 ppm. G. penicilloides varié de 35-25
y 17 uM DFO para 100-400 y 500 ppm
Cd, respectivamente. E1 ME-I tuvo una
significativa disminucién en funcién de
los niveles crecientes de Cd, con solo 2,5
uM DFO para la concentracién superior.

En los ensayos CAS las 3 cepas
fingicas ensayadas incrementaron con
el nivel de cromo, es decir de 100 a 500
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Fig. 1: Produccion de siderosporos (ug SP-HM / ml medio) en funcién de la intensidad
del color para G. viride, G. penicilloides y ME-I.
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Fig. 2: Resultados del test de CAS (uM DFO) en presencia de 100 a S00 ppm Cd.
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Fig. 3: Resultados del test de CAS (uM DFO) en presencia de 100 a 500 ppm Cr.
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ppm Cr®, con valores crecanos a los 50
uM DFO (Fig. 3) . Las 2 especies de Glio-
cladium tuvieron una respuesta similar;
el ME-I fij6 menor concentracion de cro-
mo en presencia de 100 ppm Cr, y luego
incrementé su quelacion ante mayores
niveles del HM, con un valor similar a las
otras cepas frente a 500 ppm Cr.

En conclusion, aunque los side-
rosporos fuingicos han sido estudiados
por diversos autores, en especial por
Neilands (1952) en Ustilago sphaerogena
y en Saccharomyces cerevisiae (Neilands,
1989), hasta el momento se desconoce
como actua el metal. Si el mecanismo es
similar al encontrado en Escherichia coli
, podria comportarse como co-represor o
en forma divalente, es decir una proteina
divalente fijadora de iones de metales
pesados (Neilands, 1984).

Por otro lado el test Cas-azurol no
ha sido aplicado ni estandarizada para
valorar lo fijacién de otros metales pesa-
dos. Por lo que la hipétesis es novedosa,
sugiriendo la aplicacion y extension de la
técnica a otras especies fungicas; parti-
cularmente a especies que puedan haber
desarrollado resistencia a HM, como los
de ambientes contaminados (Emery &
Neilands, 1962). Esta metodologia podria
emplearse en analisis de suelos o fluidos
poluidos, obteniéndose a través de ella
la capacidad de las areas naturales o
modificadas por actividad antrépica de
secuestrar metales pesados.
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INTRODUCCION AL PROYECTO DE DESARROLLO
PROFESIONAL CONTINUO PARA LOS
VETERINARIOS DEL SUR (PROVETSUR)

Kuniaki Suzuki PhD

Agencia de Cooperacion Internacional del Japon (JICA) y
Universidad Nacional de La Plata (UNLP)

PROVETSUR es un proyecto que se inicié en agosto de 2005 con una duracion
estimada de 5 afios. Es un proyecto de cooperacién regional que tiene como desti-
natarios a 4 paises de la parte Sur de Sudamérica (Argentina, Bolivia, Paraguay y
Uruguay)’!. Apuntamos principalmente al establecimiento de un marco necesario para
un sistema regional de coordinacién entre los veterinarios de la regién para mantener
y asegurar la confiabilidad en los veterinarios por parte de la sociedad y mejorar las
condiciones para impulsar una actividad apropiada de estos profesionales. Para ello,
estamos expandiendo el resultado exitoso de la cooperacion realizada a partir de 1980
hacia la Faculta de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata en
técnicas de diagnostico de enfermedades en animales domésticos hacia los 3 paises
vecinos para: (1) Impulsar la formacién continua de los veterinarios, (2) Fortalecer el
intercambio entre los veterinarios y (3) Establecer una red de intercambio de infor-
macién epidemiologica y de diagnoéstico. Estamos implementando una administracion
eficiente limitando los aportes desde Japén solamente con expertos y equipamientos;
buscando una utilizacién eficaz de los recursos de asistencia existentes. La Univer-
sidad Nacional de La Plata, cumple el rol de coordinador general del proyecto como
Centro de formacién de los veterinarios de la region fortaleciendo su estructura de
coordinacion con los paises vecinos y impulsando la iniciativa de las acciones. Este
proyecto, tiende a responder a las diversas necesidades que tienen cada uno de los
paises involucrados. Por ejemplo, en Bolivia se ha seleccionado a la rabia que es una
de las enfermedades mas importantes a nivel de la salud publica y estamos en la
adopcién de medidas a través de estudios epidemiolégicos y el mejoramiento de las
técnicas de diagnéstico. Recientemente, el articulo del resultado de la investigacion
realizada en este tema, ha sido aceptada por la revista internacional sobre biomedi-
cina y ciencias de la salud como es Acta Tropica™. En Paraguay, se ha focalizado en
la enfermedad Gumboro en aves. Al fin del proyecto, se espera compartir la informa-
cion sobre los conocimientos y experiencias logradas con las actividades en cada uno
de los paises. Finalmente, quisiera presentar una actividad realizada en Argentina
en febrero de este afio (2007). En las instalaciones de la Asociaciéon Japonesa de La
Plata de la Colonia Urquiza ubicada en los alrededores de la ciudad de La Plata, he
brindado sobre Hantavirus antes unas 100 personas entre socios de la asociacién y
funcionarios municipales encargados del Hantavirus. Hace unos afios atras, en esta
Colonia apareci6 un paciente con neumonia y se pensé que estaba contagiado por
Hantavirus y dado que en enero de este afio, apareci6 otra nueva victima, la Asociacién
me ha solicitado esta charla con el fin de incrementar los conocimientos de la pobla-
cion y el grado de peligrosidad de esta enfermedad. La charla dur6 unas 2 horas y he
realizado la explicacién sobre las particularidades de esta enfermedad y las medidas
de prevencion que son posibles de ejecutar en cada hogar. Luego se realizé un activo
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ciclo de preguntas y respuestas. El Dr. N.G. Amato, encargado municipal de este
tema, expresé su satisfaccion por la versatilidad de la presentacion y que la misma
ha sido muy significativa para aumentar los conocimientos de la poblacién. También
expreso que la charla ha sido muy util para reforzar las medidas de prevencién que
debe impulsar el municipio.

"I Participantes: Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La
Plata (Argentina); Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Auténoma Gabriel
René Moreno (Bolivia); Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de
Asuncién (Paraguay); Facultad de Veterinaria, Universidad de Republica (Uruguay).

"2 Suzuki, K. et al. (2007): Descriptive spatial and spatio-temporal analysis of the

2000-2005 canine rabies endemic in Santa Cruz de la Sierra, Bolivia. Acta Tropica,
103, 157-162 [en inglés].
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS
AMBIENTALES EN AGUA DE RED. ESTUDIO PRELIMINAR

Yesica Huerta, Alejandra Oriani y Ménica Baldini

Dpto. de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur. San Juan 670
Bahia Blanca. yesicahuerta@yahoo.com.ar

INTRODUCCION

El grupo de las micobacterias es monogenérico, todas corresponden al género
Mycobacterium, y muchas de las especies son agentes etiologicos de enfermedades
humanas muy importantes como la tuberculosis y la lepra (miembros del complejo
M. tuberculosisy M. leprae) que, segun datos de la OMS, constituyen en la actualidad
uno de los problemas sanitarios de mayor gravedad a nivel mundial, a pesar de los
esfuerzos realizados para su control. Ademas, numerosas especies de micobacterias
ambientales (MA), también llamadas “micobacterias no tuberculosas” o “micobacterias
atipicas”, han tomado mayor protagonismo en los tltimos tiempos como patdégenos
emergentes, por su implicancia creciente en infecciones oportunistas del hombre y
los animales, principalmente con el aumento de las infecciones por HIV (Murray et
al., 2003). Sus necesidades nutritivas sencillas, su pared celular muy gruesa y de
alto contenido lipidico, su capacidad de formar biofilms y, en algunos casos de vivir
como endosimbiontes de ciertos protozoos; son caracteristicas que les confieren pro-
piedades que favorecen su supervivencia en varios biotopos naturales por periodos
prolongados de tiempo. También esta demostrado que muchas especies sobreviven
a los procesos de clorinaciéon aplicados a las aguas de bebida (Barreira y Sequeira,
2003), lo cual hace del agua de red uno de sus reservorios principales, a través del
cual pueden vehiculizarse hasta los humanos.

Los objetivos de este trabajo son: conocer la situacién del agua de red de la
ciudad de Bahia Blanca en lo que a MA se refiere, e identificar fenotipicamente las
cepas aisladas.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 24 muestras de agua potable, a partir de 4 sitios de la ciudad
seleccionados de acuerdo a su distancia a la planta potabilizadora. Se utilizaron
botellas de vidrio estériles con 0,1 mg/litro de Tiosulfato de Na*, a fin de neutralizar
el cloro. Se buscaron MA y bacterias coliformes, aplicando las técnicas de Leite (Fu-
jimora Leite et al., 1989) y NMP con caldo McConkey respectivamente. Se sembraron
seis tubos por muestra en medio Lowestein-Jensen y se incubaron hasta 60 dias a
45, 37 y 25° C en presencia y ausencia de luz. Se verificéo diariamente la aparicion
de colonias a fin de detectar MA de crecimiento rapido y posibles contaminantes. Se
analiz6 la morfologia macro y microscépica de las colonias, y a las compatibles se les
realiz6 la coloracién de Ziehl-Neelsen (ZN). Inicialmente se aplicé la clasificaciéon de
Runyon (1959) de acuerdo al tipo de cromogenicidad de las colonias y a la velocidad de
crecimiento (Diagrama 1). Posteriormente, se realizaron las siguientes pruebas bioqui-
micas: Niacina, NO,, NaCl, Ureasa, Tween 80, utilizacion como sustratos de Inositol,
Manitol y Citrato, Catalasa cuali- y semicuantitativa, Pirazinamidasa y reduccion de
Telurito en 3 y 9 dias (Holt et al., 1994; Bernardelli, 2007).
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RESULTADOS

Todas las muestras estudiadas
cumplieron con lo establecido por el CAA
para aguas de bebida, sin embargo en el
70% de ellas (n:17) se encontraron MA.

De las cepas identificadas bioqui-
micamente hasta el momento (n:15), 4
correspondieron a Mycobacterium scrofu-
laceum, 3 a M. vaccae, 1 M. flavescens,y 1
M. gordonae. Seis, de crecimiento rapido,
contintian aun en estudio.

Con los datos con que se cuenta, no
se encontraron diferencias entre los sitios
de muestreo (a<0,05).

DISCUSION

Si bien la identificacién de MA
mediante pruebas bioquimicas tiene sus
desventajas, como el tiempo necesario
para la obtencion de resultados, no es un
método obsoleto ya que complementa los
datos obtenidos por biologia molecular, es
sencillo y sobre todo econémico.

La fenotipificacion exige experien-
cia, el conocimiento del fundamento de las
pruebas, y la realizacién de un numero
importante de ellas para obtener resulta-
dos coherentes.

La calidad bacteriolégica del agua
de bebida se determina rutinariamente
por busqueda y cuantificacién de bac-
terias indicadoras de contaminacion
fecal, queda claro que éstas no predi-
cen la presencia de MA. Por tanto, seria
conveniente un estudio periédico de los
suministros de agua, principalmente en
lugares que concentran a la poblacién de
riesgo (unidades de hemodialisis, cuida-
dos intensivos, tratamiento de pacientes
inmunocomprometidos, etc.).

En los préximos afios se prevé una
incidencia creciente de las interacciones
entre los seres humanos y las MA, lo cual
probablemente se refleje en el aumento
de casos de micobacteriosis. Esto puede
deberse: 1) a que la desinfeccion del agua
de bebida con cloro selecciona las MA mas
resistentes y reduce la competencia, al
eliminar la microbiota acompanante mas
sensible y 2) al aumento de la poblacion
con factores predisponentes, como el
SIDA, la edad y los tratamientos inmuno-
supresores (Primm et al., 2004).

Por lo antedicho, se considera que
seria de interés conocer la ecologia fisiol6-
gica de las MA para develar los efectos que
éstas tienen en los seres humanos y que
permita intervenir cuando sea necesario.
Los esfuerzos entonces, deben centrarse
en acciones que permitan conocer y con-
trolar el nimero de MA en los habitats
donde los seres humanos y los animales
puedan estar expuestos.
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ASOCIACIONES INFECCIOSAS INVOLUCRADAS
EN PROCESOS MORBIDOS

Sosa, Vanesa M.E.!; Thea, Ana E.!; Vedoya, Maria C.!; Medvedeff,
Martha G.!; Chade, Miriam E.!; Mereles, Beda E.'; Velazquez, Ernesto’.

Laboratorio de Micologia. Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales.
Universidad Nacional de Misiones. (UNaM).
Av. Mariano Moreno 1375. Posadas (3300). Misiones. Argentina.
Te Fax. 54 3752 435118. E-mail: micologia@fceqyn.unam.edu.ar

INTRODUCCION

La epidemiologia de las enfermedades infecciosas ha cambiado en los ultimos
anos, han aumentado su incidencia, la etiologia de estas infecciones se ha modificado,
han aparecido microorganismos mas agresivos, constituyen causa de morbimortalidad
y méas aun cuando se encuentran asociadas a otros procesos infecciosos graves!2.

En la actualidad, existe mayor nimero de individuos con riesgo de adquirir mi-
cosis profundas que en décadas previas. Entre ellos se destacan los pacientes inmu-
nodeprimidos, enfermos postquirargicos o con neoplasias, los sometidos a multiples
maniobras terapeuticas, a terapias antibacterianas de amplio espectro o a procedi-
mientos diagnosticos invasivos, los desnutridos o con enfermedades metabdlicas de
base, entre otras 33,

Dentro de estos procesos infecciosos, las micosis no se caracterizan por ser las
primeras consideradas en la sospecha clinica. El hallazgo de un agente etiolégico como
Unica causa de enfermedad, no descarta la posibilidad de la coexistencia de otro/s
agente/s infeccioso/s involucrados en el proceso morbido.

El diagnostico de las micosis no es posible sin las investigaciones de laboratorio.
Los antecedentes del enfermo, la ocupacion, el medio en que vive, el examen somatico
y radiologico, permiten a veces orientar a un diagnostico. De todas maneras s6lo seria
un diagnostico clinico-radiologico de presunciéon; que deberia ser confirmado por el
laboratorio®. El diagnéstico microbiolégico es un paso esencial en el establecimiento
de la etiologia de las enfermedades infecciosas, y aunque su caracteristica funda-
mental es la identificacion del agente etiolégico, se cuenta con métodos alternativos
al cultivo como las técnicas serologicas que permiten la detecciéon tanto de antigenos
fingicos como la respuesta de anticuerpos que se produce durante el desarrollo de
la micosis’.

Desde la catedra de Micologia de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales (UNaM), se planteo la necesidad de un estudio retrospectivo para dar a co-
nocer las asociaciones infecciosas con micosis sistémicas encontradas en los ultimos
ocho anos de trabajo asistencial brindado a distintos centros de salud.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion objeto de estudio:

Se efectud una revision retrospectiva de datos epidemiologicos de 1646 pacientes,
de 1 a 87 anos de edad, internados y ambulatorios, de ambos sexos, cuyas muestras
fueron estudiadas en el Laboratorio de Micologia de la Facultad de Ciencias Exactas
Quimicas y Naturales (UNaM).
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Datos epidemiolégicos recogi-
dos del cuestionario disenado

previamente:

Edad, sexo, lugar de residencia (ac-
tual y pasada), trayectoria ocupacional,
factores de riesgo y enfermedades de base,
infeccion virolégica, parasitolégica y bac-
teriologicamente probada, tratamientos
antimicrobianos previos, procedimientos
quirargicos previos o procedimientos
diagnésticos invasivos o alguna circuns-
tancia relevante (accidentes, heridas,
quemaduras, etc).

Periodo de estudio:
Febrero 2000 - 2009

Muestras procesadas:

Sangre, sueros, materiales de biop-
sia, esputos seriados, escarificaciones
mucocutaneas, lavados bronqueoalveo-
lares, liquidos cefalorraquideos, liquidos
de puncién pleural y otros liquidos de
puncion.

Los procedimientos empleados
para el diagnéstico de las infecciones
micéticas, fueron los utilizados en el diag-
noéstico micologico clasico que incluye,
la observacion microscopica directa en
busqueda de elementos fingicos y los cul-
tivos en agar glucosado Sabouraud, agar
selectivo para hongos patégenos, hongos
y levaduras e infusiéon cerebro corazéon a
25°C y 37°C &9-10-11,

Se realizaron estudios serolé-
gicos para la detecciéon de anticuerpos
como la inmunodifusion doble (IDD) y

Grafico 1: Fi ia de Micosis di
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contrainmuno-electroforesis (CIEF)
en gel de agarosa, con reactivos de
inmunodiagnoéstico de Paracocidio-
des brasiliensis, Histoplasma cap-
sulatum, Aspergillus fumigatus, A.
flavus y A. niger. Para la deteccién
de antigeno polisacarido capsular
de Cryptococcus neoformans se uti-
lizé la aglutinacién con particulas
de latex 89-10-11,

RESULTADOS

Sobre el total de 1646 pa-
cientes, se diagnosticaron 8,6%
(141/1646) de micosis sistémicas
(Grafico 1), siendo la frecuencia
de asociaciéon de micosis con otras
afecciones infecciosas de 36;9%
(52/141), segiin se aprecia en el
grafico 2. Las diferentes asociacio-
nes y su frecuencia se detallan en
el Grafico 3.

Ante el hallazgo de dos y tres
agentes infecciosos en un mismo
paciente, se considera ineludible
el abordaje clinico-infectolégico,
epidemiolégico y microbiolégico del
mismo, teniendo en cuenta la evo-
lucién mérbida que ellos ocasionan,
convirtiéndose en un importante
problema de salud publica del que
no se disponen datos epidemiologi-
cos. El diagnéstico precoz y la apa-
riciébn de nuevas formulaciones de
antifingicos concretan resultados
promisorios donde los los hongos se
encuentran involucrados en proce-
sos moérbidos.

Grafico 2: Frecuencia de asociaciones de Micosis con otras
afecciones infecciosas (n=141)
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Grafico 3: Frecuencia de Asociaciones Infecciosas
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INTRODUCCION

El biodeterioro se puede definir como cualquier cambio indeseable en las propie-
dades de un material, causado por la actividad vital de los organismos. Los factores
que propician el biodeterioro son: humedad, temperatura, nutrientes, pH, oxigeno y
luz. Los organismos que intervienen en los procesos de biodeterioro son bacterias,
hongos, algas, liquenes, plantas vasculares, insectos, aves, roedores y murciélagos
(Hueck, 1965). Los métodos empleados para prevenir el biodeterioro deben considerar
la inhibicién del crecimiento o de la actividad metabédlica de los microorganismos y
la modificacion de las caracteristicas del ambiente donde se desarrolla el proceso de
deterioro. Los diferentes métodos tienden a eliminar del sustrato todos los elementos
adheridos, debiéndose respetar en estas operaciones el aspecto original. Actualmente,
existe una marcada tendencia la utilizacién de productos “amigables con el ambiente”,
como extractos obtenidos de plantas, para la prevenciéon del biodeterioro (Guiamet et
al., 2006; Gomez de Saravia et al., 2008). El objetivo de este estudio fue analizar el
grado de biodeterioro de tres tipos de materiales estructurales (material cementicio,
marmol y ladrillo) por la formacion de biofilms y su relacién con el ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales muestreados fueron: material cementiceo y marmol (cementerio
de La Plata) y ladrillo (catedral de La Plata). La toma de muestras se realizé en forma
aséptica utilizando técnicas no destructivas (Videla et al., 2000). Todas las muestras
fueron tomadas por raspado con bisturi de una superficie de 1 cm? y se colocaron en
recipientes estériles. En algunas ocasiones se realizaron muestreos microbiolégicos “in
situ” con la utilizacién de lamino-cultivos obteniendo una evaluacion cuantitativa de
la carga microbiana por superficie. En el caso de la catedral de La Plata se tomaron 3
muestras en diferentes sitios. En el cementerio de La Plata se tomaron 6 muestras de
diferentes monumentos. Se realizaron observaciones microscopicas en el microscopio
optico y microscopio electrénico de barrido (MEB) y microscopia de fuerza atémica
(AFM). Para caracterizar los productos derivados del deterioro del material estructural
se utilizaron estudios de analisis de superficie por dispersién de rayos x (EDX).

ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS

Se sembraron diluciones adecuadas de cada muestra proveniente de los dife-
rentes materiales en medios de cultivos diferenciales, selectivos, etc. (Guiamet, 2001)
para realizar el recuento en placas de las colonias (Madigan et al 2004): recuentos de
grupos fisiolégicos de bacterias amiloliticas y proteoliticas. Se evaluaron sus porcen-
tajes respecto a las bacterias aerdbicas totales. Se realizaron recuentos de bacterias
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con actividad acidificante, BRS, sulfito
reductores y hongos y levaduras.

Tipificacion de microorganis-
mos

Se tipificaron a través de API 20NE
kits a 37 °C (API System, BioMérieux, S.A.,
Marcy I’Etoile, FR) y a través de técnicas
moleculares.

Identificacion de algas

La revisién de cada una de las
muestras incluy6 la descripcién morfol6-
gica utilizando un microscopio 6ptico. La
informacién obtenida se analiz6 consul-
tando claves de sistematica y bibliografia
especializada (Bourrelly, 1985).

RESULTADOS

Utilizando lamino cultivos, en los di-
ferentes monumentos del cementerio de La
Plata los recuentos de bacterias aerébicas
totales variaron de acuerdo al monumento
entre valores de 17 UFC/cm? a 140 UFC/
cm?y los recuentos de hongos y levaduras
variaron entre valores de 2.3 UFC/cm?
a 6 UFC/cm?. La presencia de bacterias
con actividad acidificante contribuyen a
los procesos de acidélisis del material.
En la Tabla 1 se observan algunos de los
microorganismos aislados de las muestras
tomadas en la catedral de La Platay en la
tabla II se observan los microorganismos
identificados por técnicas moleculares en
el cementerio de La Plata y catedral de La
Plata (secuenciacion del ADN 16S). En la
catedral de La Plata, se observé una gran
diferencia entre los biofilms estudiados
por la diferente composiciéon de taxones
algales; los biofilms verdes con una capa

Tabla I. Bacterias y hongos

La Plata

externa de musgos del genero Hennedie-
lla sp (Familia Pottiaceae), fueron los que
presentaron mas desarrollo y en ellos se
encontr6 una gran cantidad de Chloro-
phytas Chlorococcales, cianobacterias
Chroococcales (Chlorococcum sp, Chlorella
sp y Synechocystis sp.). En los biofilms
negros la microflora algal predominante
estuvo representada por algas filamen-
tosas (Klebsormidium cf. flaccidium) y
cianobacterias filamentosas (Oscillatoria
sp. y Pseudoanabaena sp.), aqui, las for-
mas cocales estuvieron presentes pero en
menor cantidad. El tercer tipo de biofilm
estuvo asociado a una gran cantidad de
material fangoso proveniente de una ca-
naleta, presenté formas filamentosas del
orden Trentepohliales (Trentepohlia sp. y
Printzina sp.) fijadas a ese material junto
con unas pocas cianobacterias coloniales
que también se hallaron unidas a material
fangoso. Fue notoria la gran cantidad y
diversidad de diatomeas presentes en
todos los biofilms. Todas las diatomeas
encontradas pertenecen al orden Pennales
con rafe, estructura que esta asociada a
la sintesis de mucopolisacaridos para la
sujecién y movimiento y es material que
contribuye a la formacién de biofilms
por su capacidad de atrapar material en
suspension y en consecuencia deteriorar
el sustrato.Se identificaron también en
estos muestreos, plantas vasculares de
las especies Pteris longifolia, Adiantum
raddianum y Cymbalaria muralis.

DISCUSION

- Estos estudios permitieron deter-
minar la presencia de una flora microbia-
na con actividad enzimatica de acuerdo a
las caracteristicas del sustrato investiga-

aislados de la catedral de

Microorganismos tipificados

Catedral

Bacterias Burkholderia cepacea
Aeromonas sp.
Hongos Aspergillus niger van Tieghem
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Tabla II. Se presentan los microorganismos secuenciados, con los porcentajes de
homologia de los mas préximos depositados en el NCBI y su numero de acceso co-

rrespondiente.

Longitud

Microorganimo .
secuencia (pb)

Microorganismo mas

Alineamiento,
% Homologia

proximo
(N° acceso NCBI)

Pseudomonas putida

Cementerio-02 352 (EU196391) 345/352, 98
Cementerio-06 277 Pseudomonas sp (AY269246) 268/279, 96
Cementerio-L 357 Bacillus cereus (EF152358) 345/356, 96
~ Staphylococcus haemolyticus
Catedral-X 340 (AM779068) 338/340, 99
Leclercia adecarboxylata
Catedral-C1 423 (AB273740) 422/423, 99
Bacillus thuringiensis
Catedral-C2 450 (EU24037 1) 450/450, 100
do, la que fue registrada en los diferentes BIBLIOGRAFfA

medios de cultivo utilizados. La presencia
de Clostridium sp estaria propiciando la
formacion de nichos anaerdbicos para el
desarrollo de BRS.

- Los biofilms de cianobacterias y
algas participan en los procesos de biode-
terioro sirviendo de soporte a la poblacion
bacteriana y a través de la degradacion
directa del sustrato.

- La presencia de bacterias, ciano-
bacterias y hongos contribuy6 marcada-
mente en los mecanismos de biodeterioro
involucrando la produccion de metabolitos
acidos, que pueden potenciar los efectos
agresivos de las condiciones climaticas y
juegan un rol muy importante en el me-
canismo de biodeterioro conocido como
mecanismo biogeoquimico.
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ESTUDIO DE LA ACCION DE AGENTES REDUCTORES EN
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CHOPHYTON AJELLOI
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INTRODUCCION

En la actualidad existe una tendencia en aumento a utilizar enzimas en procesos
biotecnolégicos, constituyendo una alternativa mas amigable con el medio ambiente
y economicamente mas beneficiosa. Las queratinasas son enzimas de interés en nu-
merosos procesos industriales: industria textil, alimenticia, degradaciéon de residuos y
especialmente en la Industria del Cuero. En el proceso de depilado, durante la primera
etapa de la obtencion del cuero, se emplean preparados enzimaticos para asistir al
sulfuro de sodio minimizando la concentracion de sustancias téxicas en el efluente.

El agregado de agentes reductores en la obtencién de enzimas queratinoliticas
potenciaria su produccioén por intervenir en la reacciéon de sulfitolisis (4).

En el presente estudio se determino el efecto de distintos agentes reductores en
la produccion de enzimas queratinoliticas de Trichophyton ajelloi.

MATERIALES Y METODOS:

Se realizaron cultivos de Trichophyton ajelloi en medio sélido (MS) y liquido (batch)
(ML) utilizando como tunica fuente de C y N el “residuo pelo” (RP) proveniente de un
depilado conservador del pelo en Tecnologia del Cuero (Galarza et al, 2007). El medio
mineral utilizado estaba compuesto por: buffer fosfato NaH,PO,-K HPO,, cloranfeni-
col 0,5 g/1y cantidades traza de Cl,Fe, Cl,Zn y Cl,Ca, pH 7(Ruffin et al., 1987). El
RP fue previamente lavado, secado a 45°C, molido y autoclavado. Los medios fueron
inoculados con 10° ufc/ml. Luego se agregaron distintos agentes reductores en una
concentracion final de SmM en cada sistema: 1) clorhidrato monohidrato de L-cisteina
2) tioglicolato de sodio 3) sulfito de sodio (4). Ambos medios se incubaron a 28°C, y
en agitacion en el caso del liquido. La extraccion se realizé cada 3 dias en el caso del
MS agregando 30 ml de CIlNa 0,5 N al contenido de cada placa. En el ML se separo el
extracto enzimatico del micelio por centrifugacién. Ambos fueron filtrados a través de
filtro de 45 p, previo a su analisis. Se determiné el contenido proteico en ug/ml por el
método de Bradford (1) y la actividad azocaseinolitica de los extractos (2). Se definid
la unidad de actividad azocaseinolitica como la cantidad de enzima que genera un
aumento de 0,1 unidades de absorbancia ,,, _ por minuto y por ml.

RESULTADOS

En los graficos de concentracion proteica vs dias de cultivo se puede observar que
tanto en medio sélido como liquido los mayores valores se obtienen con el agregado de
cisteina. En cuanto a la actividad azocaseinolitica, el tioglicolato en el ML produce un
pico de actividad en el dia 11, que supera 7 veces el producido por el medio mineral
no adicionado, para ese mismo dia.
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DISCUSION

La reaccion de sulfitélisis es la
primera etapa en el mecanismo de de-
gradacion de la queratina por parte de
las queratinasas, haciendo mas suscepti-
bles las cadenas polipeptidicas al ataque
enzimatico-proteolitico.

Cys-SS-Cys + HSO% -------——-- Cys-SH +
Cys- SSO?* reaccién de sulfitélisis 6)

El agregado de agentes reductores
aumenta la produccién de enzimas que-
ratinoliticas interviniendo en la ruptura
de los puentes disulfuro entre restos de
cisteina adyacentes de la doble hélice
queratinica.

El tioglicolato es usado por Tricho-
phyton ajelloi como agente reductor y
fuente de C mientras que la cisteina es
incorporada como fuente de C y N (5).

Podemos concluir que estos agentes
reductores pueden potenciar la produc-
cion de estas enzimas, aumentando sus
posibilidades de utilizacién en diversas
tecnologias.
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Resumen: Escherichia coli es el microorganismo mds frecuente recuperado
en las infecciones urinarias de origen comunitario y su tratamiento se instala
en forma empirica con Norfloxacina, por lo cual es importante la vigilancia de
la resistencia y la difusién de esos datos. La OPS/OMS ha desarrollado un
programa de vigilancia, del cual participan 8 laboratorios de la Provincia de
Buenos Aires. Para explorar la magnitud del problema se analizaron 10.350
cepas de pacientes ambulatorios entre los anos 2005 y 2008. La resistencia
encontrada en este estudio fue del 13% en los dos primeros anos, 15% en el
2007 y del 14% en el 2008. Se clasificaron, ademds la resistencia por sexo
y edad y se las comparé con la hallada en los arios 2003 (6%) y 2004 (8%),
con los demds centros argentinos de la red de Vigilancia y algunos paises
de Latinoamérica y Espana. Se concluyo que el uso de las FQ ha favorecido
la diseminacion de resistencia, y debe racionalizarse su administraciéon en
infecciones no complicadas. Para poder utilizarla en infecciones graves, en
particular las intrahospitalarias

Palabras claves: E.coli-Fluorquinolonas. Vigilancia-Resistencia

INTRODUCCION

La infeccién del tracto urinario es una de las mas frecuentes diagnosticadas en
el paciente ambulatorio. La gran mayoria son debidas a bacilos gramnegativos, siendo
el principal responsable Escherichia coli.

El tratamiento suele instalarse en forma empirica, por lo tanto es muy importante
la vigilancia permanente de la resistencia y que esos datos se difundan para orientar
al clinico. El antimicrobiano mas usado la Norfloxacina que pertenece a la familia de
las fluorquinolonas (FQ)

La OMS/OPS ha desarrollado un programa de vigilancia de la resistencia a
antimicrobianos, a través de redes de laboratorio, para monitorear las tendencias
regionales, detectar la aparicion de resistencias inusuales y aportar bases para el
uso racional de los antimicrobianos. Para Argentina el laboratorio coordinador es el
INEI-ANLIS Carlos Malbran y la red esta constituida por 69 laboratorios, de los cuales
8 pertenecen a la Provincia de Buenos Aires

OBJETIVOS:

1. Evaluar la resistencia a FQ en E.coli entre los afios 2005 y 2008

2. Comparar los datos con los perfiles de resistencia de afios anteriores (2003
y 2004) y con otros estudios de vigilancia
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3. Realizar recomendaciones para
el uso racional de las mismas

MATERIAL Y METODOS

Estudio multicentrico. Se analiza-
ron un total de 10350 cepas recuperadas
en muestras de orina de pacientes ambu-
latorios con diagnostico de IU, entre los
anos 2005 y 2008

Se realizo la distribucion de la re-
sistencia segun sexo y edad, en 4 grupos:
mujeres menores y mayores de 14 afos,
varones menores y mayores de 14 afos
y por hospital

Los estudios de sensibilidad fue-
ron realizados e interpretados segun las
pautas de referencia del Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) para
el método de difusién en agar

Se compararon con los perfiles de
resistencia de los afnos 2003 (1211 cepas)
y 2004 (2810 cepas) de los laboratorios
de la Pcia de Bs As, con los datos de
Argentina y con algunos estudios de vigi-
lancia de otros paises de América Latina
y Espana

Grafico 1.-Distribucion por sexo
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Grafico 2.- Distribucion por grupo
etario

W <14 afios O >14 afios

Grafico 3.-Resistencia a FQ.- Bs As (2003-2008)
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RESULTADOS

Pertenecian a mujeres 85% y tuvie-
ron menos de 14 afios el 32% en ambos
sexos.(grafico 1 y 2)

La resistencia encontrada en este
estudio fue del 13 % en los anos 2005 y
2006, del 15% en el 2007 y 14% en 2008.
En anos anteriores habia sido del 6% en el
2003 y del 8% en el 2004 (grafico 3)

Siendo la resistencia del 5% en mu-
jeres y 6% en varones menores de 14 afios,
y 16% en las mujeres y al 26% en varones
en mayores de 14 anos. (grafico 4)

Para Argentina resulto inferior (3%)
en mujeres menores de 14 afos y supe-
rior en varones en el mismo grupo etario
(10%).

Respecto a mayores de 14 anos,
es menor en mujeres (13%) y mayor en
varones (30%). (grafico 5)

Se puede ver que la resistencia de
E.coli tanto en Argentina como en la Pro-
vincia de Buenos Aires ha variado entre
los afnios 2004 y 2007 (grafico 6)

Estudios de otros paises informan
resistencias mayores: Espana (18,7%),
México (24,7%), Colombia (22,5%), Vene-
zuela (19%), Peru (26,3%)

Grafico 4.- Distribucién de la resistencia a FQ por
sexo y grupo etario.- Bs As
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Grafico 5.- Resistencia a FQ por sexo y grupo
etario.- Argentinay BsAs
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Grafico 6.-Resistencia a FQ.- Argentina y Bs As
(2004-2007)
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Resistencia a Quinolonas:

El primer mecanismo esta asociado
a mutaciones sobre el sitio blanco, la to-
poisomerasa Il o girasa, enzima necesaria
para la replicacion y reparaciéon del ADN
bacteriano. Un segundo mecanismo, su-
mado al primero, involucra mutaciones
que impiden alcanzar concentraciones
intracelulares o dificultan el paso a través
de la membrana, disminuyendo la per-
meabilidad a FQ. Las FQ pueden resistir la
primera mutacion, disminuye la sensibili-
dad, pero en IU podrian seguir usandose,
no asi las quinolonas no fluoradas

DISCUSION

El uso de las FQ ha favorecido
la diseminacion de resistencia, se reco-
mienda racionalizar su administracion en
infecciones no complicadas. Para poder
utilizarla en infecciones graves, en parti-
cular las intrahospitalarias

Las diferencias encontradas entre
los hospitales avalan la recomendacion de
conocer el perfil de resistencia local, antes
de instalar un tratamiento empirico

Los resultados hallados por estas
redes de vigilancia deben servir de base
para que los paises pongan en practica
acciones para prevenir la aparicién de
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la resistencia a los antibi6ticos. Se debe
divulgar la magnitud del problema, su
enorme costo, cuales son las politicas pre-
ventivas y como organizarlas, sin olvidar
la prevencién de diseminacion de cepas
resistentes a través de los alimentos, lo
que extiende el interés y las implicancias
del problema a la sanidad animal y a la
produccién pecuaria
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REMOCION DE DBO,, NUTRIENTES Y BACTERIAS EN
HUMEDALES DE TRATAMIENTO DE FLUJO
VERTICAL ASCENDENTE

DI GIORGI, H. D.!?, REP, R. R.2 & MARINELARENA, A. J.12

IComision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires.
’Instituto de Limnologia “Dr. Raul A. Ringuelet” (ILPLA) CONICET-UNLP

digio@ilpla.edu.ar

INTRODUCCION

Muchos ambientes acuaticos de la provincia de Buenos Aires se encuentran
afectados por el vuelco de aguas residuales sin tratamiento o deficientemente trata-
das. La solucion a ésta situacion no parece sencilla. El elevado costo de construccién
de sistemas convencionales de tratamiento hace que su aplicacién resulte inviable
en numerosas situaciones. Ademas, su eficacia resulta reducida a menudo, debido
a que su operaciéon requiere un aporte elevado de insumos y una importante capa-
citacion técnica que no siempre se encuentran disponibles. También suele ser dificil
y costoso sostener un mantenimiento adecuado de las instalaciones. En las tltimas
décadas ha cobrado impulso el desarrollo de sistemas de tratamiento alternativos
que pueden resultar mas econoémicos y eficaces. Humedales artificiales, disehados
y construidos para el tratamiento de aguas residuales, pueden brindar una opcién,
técnica y econémicamente ventajosa. En un manual sobre el tema, se consignan cerca
de 1000 humedales funcionando actualmente en el mundo (Kadlec & Wallace, 2009),
principalmente en EEUU, Canada, Australia, Nueva Zelandia y varios paises de Eu-
ropa. Si bien ya se dispone de diversos disenos ampliamente probados, la tecnologia
experimenta una activa innovacion.

Entre las variables de disefio mas importantes puede mencionarse el patréon de
flujo de agua (Breen PF & Chick AJ 1995). Los primeros humedales ensayados fue-
ron de flujo superficial, esto es, con agua libre circulando entre la vegetacion. Luego
se experimenté con humedales de flujo subsuperficial, con plantas arraigadas en un
relleno poroso. En éste caso, el agua debe circular a través de la matriz colonizada por
las raices. Los primeros disefios de éste tipo tuvieron un patrén de flujo horizontal.
En los ultimos anos se desarrollaron experiencias con flujo vertical, principalmente
descendente. La eficacia de estos sistemas ha resultado muy variable, en particular,
en lo que a remocion de nutrientes se refiere (Verhoeven TA & Mueleman AFM 1999).
La composicion del material de relleno y las especies vegetales utilizadas parecen
ser importantes variables que afectan el rendimiento. El objetivo de este trabajo fue
ensayar el potencial de remocion de DBO,, nutrientes y bacterias en mesocosmos
de humedales de flujo vertical ascendente, con dos materiales de relleno diferentes,
vegetados con diversas especies de macrofitas emergentes de la region.

MATERIALES Y METODOS

Se construyeron 36 mesocosmos de humedales con secciones de 70 cm de cano
de PVC & 20 cm tapadas en su base. La mitad de los recipientes se llenaron hasta 50
cm con conchilla, la otra mitad con un producto granular de arcilla (LECA). En cada
grupo se plantaron de manera monoespecifica por triplicado Phragmites australis,
Scirpus californicus, S. giganteus, Typha spy Zizaniopsis bonariensis (en conchilla s6lo
prosper6é un mesocosmos de esta ultima, en su reemplazo se planté Carex riparia).
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Tres mesocosmos por grupo se dejaron sin
plantas como control. Se aliment6 a cada
mesocosmos con un flujo homogéneo de
0,2 L/h mediante un sistema automatico
de distribucion de agua proveniente de un
reservorio anaerobico. El patrén de flujo
adoptado fue de tipo vertical ascendente.
Para ello, se hizo ingresar el agua a través
de un cano lateral vertical conectado a la
base y se colocé un vertedero a 10 cm por
encima del nivel de sustrato para la salida
del agua. Se realizaron perforaciones late-
rales en los recipientes para el muestreo
de relleno y agua intersticial de 10, 20 y
35 cm de profundidad. Los mismos fueron
sellados con tapones de goma atravesados
por un tubo para el muestreo de agua,
tapado en el extremo exterior.

Luego de dos afios de alimentacion
con agua potable (periodo de madura-
cion), el sistema comenzé a recibir agua
residual artificial desde un reservorio
alimentado con agua potable y una dosis
de leche y de una solucién concentrada
de nutrientes. Cuatro meses después (16

Figura 1a. Perfiles de pH en mesooosmos
de humedales de tratamiente con sustrate de LECA
Woan, Wiitker: Maah- 15°SE, Means S57LE
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al 28.05.08) se realiz6 el primer mues-
treo. Se colectaron muestras de salida
del reservorio y de cada mesocosmos, y
muestras de agua intersticial. Estas 1l-
timas fueron colectadas conectando una
manguera al tubo muestreador, recibien-
do el agua en botellas para DBO con el
extremo de la manguera sumergido en el
fondo para evitar el intercambio de gases
con la atmoésfera. Se midié temperatura
(T), pH, oxigeno disuelto (DO), potencial
redox (ORP), fésforo reactivo soluble (SRP)
y nitrégeno amoniacal (N-NH,"), y se rea-
lizaron ensayos de DBO, y recuentos de
Bacterias coliformes totales (Clesceri et
al. 1998). Se determiné también nitritos +
nitratos (N-NO, + NO,’; Doane & Horwar-
th, 2003) y nitrégeno y fosforo total (TN &
TP; Valderrama, 1981).

RESULTADOS
La temperatura medida durante el
periodo de muestreo fue de 9,5 °C en el re-
servorio, 15,6 + 0,6 °C en los mesocosmos
con conchillay 15,2 + 0,3 °C en aquellos
Figura 1b. Perfiles de pH en mesocosmos

de humedales de tratamiente con sutrate de conchilla
Vioan, Whitker Wean. BAYSE, Meana SETEE
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rellenos con LECA. Los valores de pH se
muestran en las figuras lay 1b en fun-
cién de la profundidad, para las distintas
especies de plantas en mesocosmos de
LECA y de conchilla respectivamente. En
los controles sin plantas el pH aumenté
desde el fondo hasta la superficie. En
los mesocosmos con plantas, en cambio,
se observo un descenso del pH desde el
fondo hasta los 10 cm de profundidad,
neutralizandose luego en el agua libre.
El valor mas bajo (6,65 + 0,03) se registro
con Z. bonariensis en LECA a los 10 cm
de profundidad.

Las mediciones de potencial redox
mostraron condiciones altamente reduci-
das a 35 cm de profundidad. El potencial
aument6 gradualmente hacia la superfi-
cie en ambos rellenos, con y sin plantas
(figuras 2a y 2b). El oxigeno disuelto (no
se muestran datos) mostr6 una tendencia
similar en todos los mesocosmos, con va-
lores préoximos a cero dentro del sustrato
y un incremento variable en el agua libre
sobrenadante.

En todos los mesocosmos vegetados
con relleno de conchilla, y en los de LECA
con S. giganteus, se midieron remocio-
nes de TP = 98 %, con concentraciones
finales < 0,15 mg P/L (Tabla 1). El resto
de los mesocosmos vegetados con relleno
de LECA mostraron remociones = 79 %
y aun el control con conchilla sin vege-

tacion mostré una remocion del 45 %.
Considerando que mas del 60 % del TP
del agua de ingreso a los mesocosmos es
SPR (no se muestran datos), los perfiles de
concentracion de SRP reflejan de manera
congruente las remociones observadas. Se
observa una disminuciéon desde el fondo
hacia la superficie en todos los mesocos-
mos (figura 3a y 3b respectivamente),
aunque la misma es mas intensa y pro-
funda en aquellos vegetados en conchi-
lla, alcanzando a 10 cm de profundidad
valores muy bajos (desde 48 ug P/L con
Z. bonariensis hasta 513+ 161 ugP/Len
Typha sp.)

La remocioén de TN fue = 90 % en
todos los mesocosmos de conchilla con
plantas (excepto Typha sp.) y en LECA con
P. australis y Z. bonariensis (Tabla 2). El
resto de los mesocosmos vegetados mos-
traron remociones desde 57 % (conchilla
con Typha sp.) hasta 87 % (LECA con S.
giganteus). Los controles, en cambio, no
superaron el 20%. Los perfiles de concen-
traciéon de amonio muestran una dismi-
nucion progresiva desde el fondo hacia
la superficie, mas marcada en los trata-
mientos con mayor remocién, con valores
bajos a partir de los 10 cm de profundidad
(figuras 4a y 4b). Es interesante destacar
que en los perfiles de nitritos + nitratos
(no se muestran datos) las concentracio-
nes se mantuvieron bajas, a excepcion
de un pico a -10 cm en conchilla con S.

Tabla 1. Fosforo Total (ug P/L) en muestras de ingreso y egreso de mesocosmos de humedales de tratamiento

LECA

Conchilla

Media

Error estandar

Remocion %

Media

Error estandar

Remocion %

Ingreso 6308

404

6308

404

Control 7359

121

-17

P. australis 374

306

94

S. californicus 725
S. giganteus

Typha sp. 998

498

375

89

84

Z. bonariensis 1351

774

79

C. riparia

3460

185

45

Tabla 2. NitrégenoTotal (ug N/L) en muestras de ingreso y egreso de mesocosmos de humedales de tratamiento

LECA

Conchilla

Media

Error estandar

Remocion %

Media

Error estandar

Remocion %

Ingreso 35775

1678

35775

1678

Control 29198
P. australis

S. californicus

1517

S. giganteus

Typha sp.
Z. Bonariensis

C. riparia

28767

1519

20

15246 2571
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Figura Ta. Perfiles de Fosfore Reactive Scoluble en mescoosmos
de humedales de tratamiento con sustrate de LECA
Maary Vnitker: Maar. H'SE, Moans SE7EE
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Figura da. Perfiles de amonio en mesocosmos
de humedales de tratamiente con sustrate de LECA
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californicus (5737 + 1985 ug N/L) y en el
agua libre de los controles (5001 + 471y
3103 + 478 ug N/L, en LECA y conchilla
respectivamente).

Las remociones de DBO, fueron de
96 y 93 % con P. australis, 98 y 92 % con
S. californicus, 88 y 92 % con S. giganteus,
66y 51 % con Typha sp., 80 y 76 % con
Z. bonariensis y -4 y 33 % sin plantas,
para LECA y conchilla respectivamente
(concentracion de ingreso: 46 + 8 mg/L).

Se realizaron recuentos de bac-
terias coliformes totales registrandose
reducciones de hasta 3 log10 en algunos
de los mesocosmos vegetados.

DISCUSION

Los resultados muestran que las
plantas ejercen un efecto marcado sobre
casi todas las variables examinadas. El
pH disminuye en todos los mesocosmos
vegetados, con cierta variabilidad entre
especies en cada tipo de sustrato. Este
efecto podria relacionarse con el transpor-
te de oxigeno a las raices que permite a
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Figura Ib. Perfiles de Fosforo Reactive Soluble an masocosmos
de humedales de tratamiento con sustrate de cenchilla
Maary Wnitker: Maan. B5'SE, Meane SE7EE
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Figura db. Perfiles de amonio en mesocosmos
de humedales de tratamiento con sustrate de cenchilla
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estas plantas sobrevivir en suelo inunda-
do. Parte de ese aporte difunde al entorno
radicular (pérdida radial de oxigeno, ROL)
pudiendo sostener respiracién aerobia
microbiana, provocando asi un aumen-
to importante de la produccion de CO,
y, con ello, la disminucién de pH. Otra
fuente muy importante de acidez podria
ser la oxidacion de amoniaco dependiente
de O,.

No se observaron diferencias en los
perfiles de potencial redox ni en los de
oxigeno disuelto, que permitan atribuir
a las plantas efecto alguno sobre éstas
variables. Sin embargo, hay trabajos que
demuestran que las raices son capaces
de elevar el ORP y el DO mediante ROL,
alcanzando éste efecto unos pocos mi-
limetros de extension (Bezbaruah AN &
Zhang TC, 2004).

Respecto de la remocion de fosforo,
se observo que la misma dependié tanto
de las plantas como del sustrato. Si bien
las plantas requieren fésforo para su
crecimiento y reproduccién, la cantidad
que asimilan para ello es generalmente
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insignificante comparada con la carga de
ingreso (Brix, 1997). Sin embargo, he-
mos visto que las plantas son capaces de
cambiar las condiciones fisicoquimicas.
Por otro lado, los procesos de retencion
de fosforo dependen también del material
de relleno en cuanto a su capacidad de
provocar la adsorcién y/o precipitacién
de aquel. En tal sentido, la LECA ofrece la
posibilidad de retener fosforo debido a su
elevada capacidad de intercambio i6nico
mientras que la conchilla representa un
deposito de calcio que podria permitir
retener fosforo mediante precipitacion
como hidroxiapatita. Los resultados mos-
traron que la maxima remocion ocurri6
en mesocosmos de conchilla con plantas.
La disminucion de pH provocada por las
plantas podria disolver conchilla aumen-
tando la concentracion de calcio iénico,
favoreciendo asi la precipitacién de hi-
droxiapatita. Sin embargo, se requiere pH
alcalino para que esto ocurra. Es posible
que tal condicion se encuentre sobre la
superficie de conchilla.

La remocion de NT mostré una dife-
rencia notable entre mesocosmos vegeta-
dos y controles. En los perfiles se observa
que la remocién ocurre por oxidacién de
amonio dentro del sustrato, acoplada a
la reduccién de nitritos + nitratos. Esto
podria explicarse por un proceso de nitri-
ficacion — desnitrificacion (Reddy KR, et
al., 1989) aunque actualmente es posible
postular otros procesos de remocién de
nitrégeno, a partir del descubrimiento
de la oxidacién anaerdbica de amonia-
co (Anammox) y de los crenarqueotas
oxidadores aerobicos de amoniaco. Sin
embargo, todos ellos dependen de la oxi-
dacion inicial de amoniaco con O,. Bajo
las condiciones experimentales, el aporte
de O, al interior del relleno depende de
la ROL. Esto podria explicar la relacién
observada entre remocion de nitrégeno y
presencia de plantas.

Para evaluar la hipoétesis de remo-
cion de fosforo mediante precipitacion
como hidroxiapatita, se propone aplicar la
metodologia de fraccionamiento del fé6sfo-
ro sobre muestra de sustrato a distintas
profundidades. Se propone asimismo di-
REIE vol.4, 2009

lucidar el proceso microbiano de remocién
de nitrégeno a través de la deteccion de
bacterias del ciclo del nitrégeno utilizando
FISH (Fluorescent in situ hybridization)
sobre las mismas muestras.

Si bien los resultados obtenidos
muestran un potencial promisorio de esta
tecnologia para la remocion de nutrientes
en aguas residuales, resulta imprescindi-
ble realizar ensayos a mayor escala y con
efluentes reales para valorar su alcance
como alternativa de tratamiento.
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UTILIDAD DE TRES METODOS POR DIFUSION PARA
DETECTAR RESISTENCIA A FLUCONAZOL Y VORICONAZOL
EN CANDIDA SPP. DE ORIGEN CLINICO

Cordoba S., Vivot W., Isla G., Taverna C., Szusz W., Davel G.

Dto. Micologia, INEI, ANLIS “Dr. C. G. Malbran”. Av. Vélez Sarsfield 563, CABA.
scordoba@anlis.gov.ar
INTRODUCCION

Las infecciones fungicas invasoras en pacientes hospitalizados son causadas
en su mayoria, por levaduras del Género Candida (3,5 ). El uso de antifingicos,
principalmente azoles en la profilaxis o en el tratamiento, gener6 cambios en la
epidemiologia de las micosis con la aparicién de especies menos susceptibles. Ante
estos cambios, la determinacion de la susceptibilidad in vitro frente a los antifungi-
cos es prioritaria (3,5). Los métodos de referencia (MR) E.Dis 7.1 del EUCAST (2) y
M27-A del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (7), permiten detectar
la concentracién inhibitoria minima (CIM) in vitro y muestran cierta correlacién con
la evolucion clinica de los enfermos. Ademas, aportan informacion ttil para vigilar la
resistencia de Candida spp. y son una herramienta confiable para el manejo clinico
de los pacientes con infecciones severas. Sin embargo, son onerosos y muy laboriosos
para los laboratorios clinicos. Por otra parte, existen técnicas comerciales, asequibles
y de simple realizacion, cuya eficacia es necesario conocer antes de implementar su
uso en la rutina diaria.

Objetivos: a-Determinar la susceptibilidad in vitro de especies de Candida frente
fluconazol y voriconazol por el método de referencia E. Def 7.1 y por difusién en agar
con Tabletas y Discos cargados con antifingicos. b-Comparar los resultados y deter-
minar la concordancia entre los métodos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos: se determiné la susceptibilidad in vitro a un panel de 200
cepas de Candida spp., aisladas de diferentes materiales clinicos (hemocultivo, ca-
téter, biopsia, otros) pertenecientes a la coleccién de cultivos del Dto. Micologia del
INET ANLIS “Dr. C. Malbran” que ingresaron durante el periodo 1993-2008, e incluia
cepas resistentes (R) y sensibles dependiente de dosis (SSD) a los azoles. Las levadu-
ras fueron identificadas mediante el estudio de las caracteristicas micromorfolégicas,
fisiologicas, segiin el método de Kurtzman (4).

Susceptibilidad in vitro: la CIM se determiné segin el MR E. Def 7.1, con medio
de cultivo RPMI 1640, in6culo 1-5 x 105 UFC/mL, incubacion 24 h a 35°C, lectura
con espectrofotéometro (2). Las pruebas por difusiéon en agar se determinaron segun el
MR M44-A2 (CLSI) (6) y se utilizaron Tabletas Neo-Sensitabs TM (Rosco, Dinamarca)
(9), Discos Oxoid y Discos Malbran (9) cargados con fluconazol (25 pg) y voriconazol
(1 pg).

Antifangicos: fluconazol (FZ) y voriconazol (VZ) (Pfizer, Argentina).

Interpretacion: para las tabletas y los discos Oxoid se consideraron los puntos
de corte

propuestos por el fabricante (8,11) segin se muestra en la Tabla 1:
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Tabla 1. Puntos de corte para fluconazol y voriconazol M44-A2 (mm)

Método de
Referencia (mg/L). M44-A2 (mm) Método de
Referencia (mg/L)
S SDD R S R
Fluconazol 19 | 18-15 14 =8 =64
Voriconazol | 17 | 16-14 13 1 4

S: sensible; SDD: sensible dosis dependiente; R: resistente

Tabla 2. Distribucion por categorias de susceptibilidad segun el

método utilizado

CIM Discos Tabletas Rosco Discos Oxoid
Malbran

Categoria Fz VZ FZ Fz VZ Fz VZ
Susceptibles 179 196 170 152 162 152 162
SDD 12 -- -- 8 1 4 1
Resistentes 9 4 11 6 1 8 1
Total 200 200 181 166 164 164 164
Error very major 1 2 2 2 2
Error major 6 6 0 5
Error minor 1 5 1 4 1

SDD: sensible dependiente de dosis; FZ: fluconazol; VZ: voriconazol;

Tabla 3. Porcentaje de concordancia total para cada método con el método

de referencia

Discos Malbran

Discos Oxoid

Tabletas Rosco

Fluconazol Fluconazol

Voriconazol

Fluconazol Voriconazol

91,0 82,0

95,1

78,0 95,1

Para el Disco Malbran se considero sus-
ceptible a FZ cuando el diametro del halo
fue 216 mm,

los valores menores se consideraron no
susceptibles (9).

RESULTADOS

Se estudio6 la susceptibilidad in vitro
de 200 levaduras, incluyendo los contro-
les ATCC Candida parapsilosis 22019 y
Candida krusei 6258.

Las especies fueron: Candida albi-
cans n= 77; C. tropicalis n=35; C. parap-
silosis n= 32; C. glabrata n=20; C. dubli-
niensis n=6; C. krusei n=5; C. lusitaniae
n= 5; otras n= 20.

En la Tabla 2 se muestra la distri-
bucion por categorias de susceptibilidad
para los métodos utilizados. En general,
los métodos por difusién ensayados iden-
tificaron sin inconvenientes a las cepas
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susceptibles, aunque se observaron 2
errores very major para fluconazol y vo-
riconazol cuando se usaron las Tabletas
y los Discos Oxoid.

En la Tabla 3 se muestra el porcen-
taje de concordancia de cada método por
difusiéon con en método de referencia.

DISCUSION

Las especies de Candida son causa
de la mayoria de las infecciones fungicas
invasoras en pacientes hospitalizados
(3,10). La eleccion del tratamiento es de-
cisiva para asegurar la mejor evolucion
clinica de los pacientes. En este sentido,
el conocimiento de los valores de suscep-
tibilidad a los antifingicos es de utilidad
al momento de elegir el tratamiento mas
eficaz.

Los métodos de referencia E. Dis
7.1y M27-A3 permiten determinar la CIM
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de las cepas de levaduras en estudio, sin
embargo, son técnicas sofisticadas, cuya
ejecucion no esta indicada para la rutina
diaria (2, 7). Por otra parte, los métodos
comerciales, son asequibles y de facil rea-
lizacion en los laboratorios clinicos, con
ellos se pueden obtener resultados fiables
y comparables con los estandares. No
obstante, los factores técnicos inherentes
a los distintos métodos pueden interferir
con la interpretacién de los resultados,
motivo por el que es mandatario compa-
rarlos con el método de referencia antes
de decidir su implementacién (1,8,9).

En nuestro trabajo comparamos
los resultados de susceptibilidad in vitro
obtenidos por tres técnicas de difusion
en agar versus el método de referencia.
El método por difusion permitié detectar
al 94,5; 92,7 y 91,5 % de las cepas sus-
ceptibles al fluconazol por Disco Malbran,
Disco Oxoid y Tabletas Neo Sensitabs
respectivamente. Mientras que para vo-
riconazol, tanto el Disco Oxoid como las
Tabletas Neo Sensitabs identificaron al
98,8% de las cepas susceptibles.

Nuestros resultados coinciden con
trabajos de otros autores, en los que ha-
cen referencia de la apariciéon de errores
very major cuando determinan suscepti-
bilidad frente a fluconazol con las tabletas
de Neo Sensitabs (1,8,12). Con respecto
a la concordancia general, observamos
que entre el método de referencia y los
métodos por difusion para FZy VZ fue del
84,4 y 95,1 % respectivamente. Ademas,
los Discos Malbran y Discos Oxoid fueron
mas efectivos para detectar in vitro a las
cepas susceptibles (8,9). La determinacion
de susceptibilidad por métodos de difu-
sion en agar constituiria una alternativa
potencialmente util para ser utilizados en
los laboratorios hospitalarios. Con ellos
seria posible distinguir cepas de Candida
spp. resistentes a los antifingicos, aun-
que es necesario realizar los ensayos bajo
estricto control de los factores técnicos y
por otra parte remitir al laboratorio refe-
rente todos las cepas no susceptibles para
su confirmacion por el método estandar.
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ENFERMEDADES PARASITARIAS TRANSMITIDAS
POR ALIMENTOS: EPTA

Bact. Radman Nilda E y Bact.Linzitto Oscar R.
Catedras de Parasitologia Comparada y Microbiologia Especial. FCV. UNLP Argentina
Email: linzay 1953@yahoo.com.ar nildarad@yahoo.com.ar

INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias estan ampliamente distribuidas, caracteristicas
biologicas, fisiolégicas y adaptativas de los distintos Phyla parasitarios contribuyen
para que asi sea. En su epidemiologia concurren factores inherentes al parasito, al
ambiente y al aspecto sociocultural. Los diversos grupos parasitarios cuentan con
atributos que les posibilitan adaptarse a nuevos hospedadores, sobrevivir dentro de
ellos (ubicacién en sitios inmunolégicamente privilegiados, variabilidad antigénica etc.)
y resistir condiciones ambientales adversas en sus etapas no parasitarias. Las carac-
teristicas de sus formas de diseminacién e infectantes (gruesas cubiertas en huevos,
quistes y ooquistes, asi como vainas en algunas larvas etc.), coadyuvan en su particular
resistencia que les permite sobrevivir semanas y meses fuera del hospedador.

Los parasitos de ciclo biologico directo e indirecto pueden ser agentes etiolégicos
de enfermedades parasitarias transmitidas por alimentos (EPTA). La incorporacion
de habitos en practicas de cria de animales, o en la elaboracién de los alimentos
se asocia a veces a la aparicién de EPTA. Las EPTA no estan muy reconocidas, sin
embargo estan ampliamente difundidas. Varios factores hacen que su tendencia a
incrementarse se vea favorecida, entre otros:

Mayor consumo de proteinas animales.

Incorporacion de nuevas especies animales en la elaboracién de alimentos.

Mayor intercambio de alimentos entre los distintos paises.

Mayor frecuencia de viajes con destinos intra e internacionales.

Poblaciones mas susceptibles (desnutricién, medicacion indiscriminada con

corticoides, transplante de 6rgano, SIDA).

Internacionalizacién de habitos culinarios.

Incorporacion en los paises de parasitosis exéticas mediante mascotas no

convencionales o animales domésticos sin controles veterinarios completos.

Contratacién de trabajadores ocasionales provenientes de zonas endémicas de
ciertas parasitosis (vendimia etc).

Incorporacion de practicas inadecuadas en alguna etapa del proceso del alimento
desde su produccion hasta su elaboracién y almacenamiento.

Los alimentos ya sea de origen vegetal o animal pueden contener parasitos u ob-
servarse en ellos cambios en algunas caracteristicas organolépticas a consecuencia de
haber estado parasitado el organismo animal o vegetal del cual derivan. Pueden también
actuar como vehiculos inanimados de parasitosis humanas, animales y zoonéticas.
Las formas evolutivas de estos parasitos no sufren modificacién alguna en cuanto a
numero en los alimentos. Las granjas organicas, que utilizan guano de animales como
abono sin tratamiento de fermentacion o habiendo sido este tratamiento incompleto
corren el riesgo de incorporar formas parasitarias viables que resulten infectantes para
los consumidores. Tal podria ser el caso de protozoarios de los Géneros Toxoplasma,
Isospora, Criptosporidium, Balantidium, Cyclospora, Cryptosporidium, Entamoeba y
los Microsporidios que han emergido como importantes patégenos vinculados con
alimentos, entre otros.
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Dentro de los helmintos Fasciola
hepdtica, Fasciolopsis sp, Echinococcus
granulosus, Taenia sp, Trichinella spiralis
pueden también contaminar al hombre
por medio de los alimentos contaminados
de diversas maneras. El pescado pue-
de estar infectado por estadios de una
gran variedad de parasitos, Opistorchis
sp., Clonorchis sp, Diphyllobotrium, sp,
Gnatostoma sp, Anisakis sp. Mediante
las carnes pueden también transmitirse
Pentastémidos.

Adquieren importancia los indivi-
duos parasitados, que intervienen como
manipuladores de alimentos que luego de
su procesamiento estos alimentos no son
sometidos a temperaturas de coccién o
pasteurizacion, procesos estos que anulan
la viabilidad de las formas infectantes de
los protozoos.

Los alimentos de origen animal son
frecuentemente portadores de estadios
evolutivos de parasitos. Al ser ingeridas
crudas o insuficientemente cocidas por el
hombre o los animales pueden continuar
con su evolucién y causar enfermedad

Las contaminaciones parasitarias
de un alimento pueden producirse:

En su lugar de origen

Alimentos de origen vegetal (por
agua de riego, por excretas animales
directas o indirectas, por excretas hu-
manas).

Alimentos de origen animal (por
trasladar etapas parasitarias como parte
de ciclos biolégicos).

En su almacenamiento, empa-

que, traslado y elaboracion
Alimentos de origen vegetal
Alimentos de origen animal
Alimentos elaborados

En todos los casos por manipulado-
res de alimentos, animales sinantropicos
y/o ectoparasitos. Ampliando el concepto
de EPTA, debemos tener en cuenta que
algunas no influiran especificamente en
la salud humana, sino que lo haran en
la salud animal ocasionando cuantiosas
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pérdidas economicas. La identificaciéon
de elementos parasitarios en alimentos
0 en agua requiere técnicas mas comple-
jas que las que se utilizan en el analisis
de heces ya que en ellas sus formas de
diseminacion se encuentran mucho mas
concentradas. El analisis generalmente
incluye procesos de elucién, concentra-
cion, purificacion y deteccion.

Una complicacién para la investiga-
cién de elementos parasitarios en alimen-
tos es que no se hallan uniformemente
distribuidos en la muestra. Ademas el
numero presente es generalmente peque-
fno debido en parte a la gran dilucién que
sufren en el medio y, a diferencia de las
bacterias, no crecen en medios de culti-
vo, por lo cual es mas dificil trabajar en
el diagnostico de parasitos en alimentos.
Las técnicas de ampliaciéon genética son
promisorias pero no rutinarias.

PROTOZOOS QUE PUEDEN
SER CAUSANTES DE EPTA

Los protozoos, individuos unicelula-
res, pertenecen a distintos Phyla. Muchos
de ellos son enteroparasitos y presentan
como parte de su evoluciéon formas de re-
sistencia, quistes, ooquistes o esporos que
son eliminados con las heces del hombre
y/o los animales y permanecen viables
en el medio ambiente durante periodos
de tiempo prolongados. Es asi que tienen
posiblidades de contaminar alimentos.

Algunos parasitos como Giardia
lamblia intestinalis y Entamoeba histo-
lytica han sido responsables de diversos
cuadros infecciosos vinculados con el
consumo de alimentos. Recientemente
Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium
sp. y los Microsporidios han emergido
como importantes patégenos vinculados
con alimentos. Llegan a ellos mediante las
aguas de riego cuando no son tratadas
convenientemente o hubo algun tipo de
alteracion en la potabilizacién del agua,
o por la presencia de formas parasitarias
que por sus caracteristicas franquean el
proceso de potabilizacion en alguno de
sus pasos; como es conocido ocurre con
los quistes de Giardia lamblia debido a su
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Tabla 1. Protozoos posibles agentes de EPTA humanas agrupados segin
el Phylum y Orden al que pertenecen Hausmann K, and Hilsmann N

Toxoplasma gondii
. Adeleida Criptosporidium sp .
Apicomplexa . .. Cyclospora cayetanensis
Eimeriida ;
Isospora belli
Sarcocystis sp
Retortamonada Retortamonadida | Giardia lamblia
Enteromonadida Enteromonas sp
Euglenozoa Trypanosomatida | Trypanosoma cruzi
Amebida Entamoeba hzs.tolytzca / dispar
Entamoeba coli
Endolimax nana
Sarcodina Iodamoeba buschlii
Entamoeba polecki
Schizopyrenida Naegleria fowleri
Ciliophora Vestibuliferida Balantidium coli
. Pleistophorida Engep halitozoon sp
Microspora . Pleistophora sp
Nosematida
Nosema

elasticidad y capacidad de deformacion,
o con los quistes de Criptosporidium y
esporos de Microsporidios debido a su
pequeno tamarno.

Los alimentos de origen animal son
frecuentemente portadores de estadios
evolutivos de parasitos. Al ser ingeridas
por el hombre o los animales crudas o in-
suficientemente cocidas pueden continuar
con su evolucion y causar enfermedad.

PROTOZOOS DEL PHYLUM
APICOPLEXA

TOXOPLASMA GONDITI
Descripcion: Es un agente parasi-
tario patégeno que presenta alternativas
biolégicas. Su particular evolucion per-
mite que en una etapa se pueda hallar
contaminando vegetales (el principal di-
seminador es el gato doméstico, quien los
elimina con las heces), y en otra esté en

REIE vol.4, 2009

los tejidos animales. Desde ambos medios
puede alcanzar al hombre produciendo a
veces severas patologias.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

El estado de ooquiste es su forma
de resistencia, la que puede permanecer
en el medio ambiente viable por periodos
prolongados e infectar a hospedadores
intermediarios incluido el hombre y a
felinos. En las carnes se encuentran quis-
tes y seudoquistes que pueden infectar a
otros hospedadores intermediarios o al
hospedador definitivo.

Via de infeccion

Para hospedadores intermediarios
y definitivos la via de infeccién es oral,
aunque también pueden ingresar los
taquizoitos presentes en las carnes por
via percutanea, aun sin soluciéon de con-
tinuidad en la piel.
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Enfermedad en el hombre

La enfermedad suele cursar de for-
ma asintomatica salvo en las personas
inmunodeprimidas. Cuando la infeccion
se produce por varios quistes aparece
sintomas ligeros parecidos a la gripe,
con fiebre baja y dolores musculares.
La gravedad de la infeccién en el feto
depende del mes del embarazo en que se
produzca la primoinfeccién. Esta enfer-
medad puede llegar a producir malfor-
maciones importantes e incluso aborto.
El bebé puede nacer con retraso mental,
ceguera y sordera.

Profilaxis alimentaria

Evitar las presencia de gatos en
establecimientos horticolas.

Evitar la presencia de gatos en es-
tablecimientos ganaderos.

Alimentar a los gatos con alimentos
balanceados.

Es conveniente que las carnes per-
manezcan en camaras frigorificas antes
de ser trasladadas al consumo y/o elabo-
racion de chacinados. Las temperaturas
indicadas son 3 dias a -15 °C, 2 dias a
-20 °C lograda en el centro de la pieza
de carne.

Cocinar bien la carne. Es necesario
lograr 72 °C en el interior del alimento.

CRIPTOSPORIDIUM SP

Descripcion: Es un agente parasi-
tario patégeno de ciclo biologico directo,
distintos animales y el hombre pueden
eliminarlo con sus heces. Existen 10 es-
pecies reconocidas, identificadas por bio-
logia molecular, provenientes de distintas
especies animales y capaces de parasitar
al hombre. Este apicoplexa cobra impor-
tancia por su posibilidad de contaminar el
agua de red debido a su pequeno tamano
y una elevada resistencia a la clorina-
cién, ya que son necesarios 80 mg/l de
cloro libre para destruir al ooquiste. Su
condicién de ser eliminado en su estadio
infectante lo hace mas importante epide-
miologicamente.
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Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

El estado de ooquiste es su forma
de resistencia, la que puede permanecer
en el medio ambiente viable por periodos
prolongados.

Via de infeccion
Es predominantemente oral

Enfermedad en el hombre

Los sintomas mas comunes son
diarrea liquida constante, dolores estoma-
cales (calambres y retortijones), nauseas,
vomitos, fatigas, flatulencia, pérdida de
peso y apetito, estreniimiento, deshidrata-
cién y malestar general. A veces la diarrea
y el dolor aparecen cada vez que se ingie-
ren alimentos. El periodo de incubacién
se estima en 2 a 14 dias. La gravedad y
duracion de la enfermedad es variable en
las personas inmunodeprimidas. En las
personas inmunocompetentes se autoli-
mita en 1 o 2 semanas. Se puede expe-
rimentar un volumen diarreico elevado,
pérdida de peso superior al 10% del peso
corporal y dolor abdominal intenso que
puede durar meses. En algunos casos se
han descrito cuadros de Colecistitis

Profilaxis alimentaria

Evitar las presencia de animales en
establecimientos horticolas.

Evitar regar las huertas con aguas
no potables.

No utilizar guano de animales como
abono.

Realizar buena higiene de manos
cuando se es manipulador de alimentos.

Revisar la integridad de las caflerias
de agua, éstas pueden tener filtraciones.

CYCLOSPORA CAYETANENSIS

Descripcion: Es un coccidio intesti-
nal descripto recién en 1977, es productor
de diarreas y de procesos extraintestinales
en el hombre. Sus elementos de disemi-
nacién son ooquistes, miden entre 8-10
um de diametro, se lo considera uno de
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los causales de diarrea del viajero. El re-
servorio de este parasito es el hombre, sin
embargo el hallazgo de ooquistes similares
en otras especies (primates y en aves de
corral), hace suponer que la ciclosporosis
es una zoonosis. Se ha detectado ooquis-
tes de Cyclospora en aguas residuales y
cloradas, en vegetales y en las heces de
pollos destinados al consumo humano.
La via de infeccién es oral (ooquis-
tes maduros) y la de diseminacion es
fecal (ooquistes inmaduros), por lo que
los ooquistes no son infectantes al ser
eliminados, necesitan un periodo de ma-
duraciéon en el medio, lo cual hace que
la transmisién interhumana no exista a
diferencia de la criptosporidiosis. La ci-
closporosis es considerada una EPTA.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

Es el ooquiste que tiene la parti-
cularidad de que cuando esta maduro
presenta dos esporocistos con dos espo-
rozoitos cada uno

Via de infeccion
Es oral por ingestion de ooquistes
esporulados.

Enfermedad en el hombre

Se la denomina coccidiosis del ye-
yuno. Puede cursar asintomaticamente.
En inmunocompetentes, la mayor pre-
valencia se presenta en nifios con cua-
dros de astenia, anorexia, fiebre, diarrea
acuosa, pérdida de peso, dolor abdominal,
tenesmo rectal nauseas y meteorismo.
En inmunosuprimidos adultos (SIDA), la
sintomatologia puede ser mas intensa y
grave.

Profilaxis alimentaria

Al igual que en otras parasitosis
la profilaxis consiste ene evitar las pre-
sencia de animales en establecimientos
horticolas.

Evitar regar las huertas con aguas
no potables.
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No utilizar guano de animales como
abono.

Realizar buena higiene de manos
cuando se es manipulador de alimentos.

Revisar la integridad de las cafie-
rias.

ISOSPORA BELLI

Descripcion: Es la tinica especie del
género Isospora que parasita al hombre.
Y es él el tinico hospedador susceptible
por lo que los brotes que se han produ-
cido son debidos a un incorrecto manejo
de las excretas. Es también un protozoo
apicomplexa. La infeccién se ocasiona
por ingestion de ooquistes maduros, que
se encuentran contaminando agua y
alimentos que se ingieren crudos o que
han sido manipulados por portadores. El
medio ambiente actiia como reservorio.
Es una parasitosis poco frecuente, sin
embargo puede hallarse en pacientes
inmunodeprimidos. Se observa con mas
frecuencia en regiones de clima tropical
o subtropical.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

Es el ooquiste que una vez maduro
presenta dos esporocistos con cuatro es-
porozoitos cada uno.

Via de infeccion
Es oral por ingestion de ooquistes
esporulados.

Enfermedad en el hombre

La parasitosis cursa con diarrea y
dolores célicos abdominales, a veces con
esteatorrea y mala absorcién con pérdida
de peso y desnutricién progresiva.

Profilaxis alimentaria

Al igual que en otras parasitosis:

Evitar regar las huertas con aguas
no potables.

No utilizar guano de animales como
abono.

Realizar buena higiene de manos
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cuando se es manipulador de alimentos.
Revisar la integridad de las cafie-
rias.

SARCOCYSTIS SP

Descripcion: Las especies del Gé-
nero Sarcocystis incluyen protozoarios
intracelulares de ciclo evolutivo indirecto
basados en la relacién presa-predador.
Los estados asexuales se encuentran en
los hospedadores intermediarios después
de que ellos han ingerido esporocistos
provenientes de heces de hospedadores
definitivos y concluye con la formacion de
quistes intramusculares. El hombre actua
como hospedador definitivo de Sarcocys-
tis hominis y de Sarcocystis suihominis,
después de ingerir carnes infectadas de
bovino y de cerdo respectivamente. Es
hospedador intermediario de algunas
especies de Sarcocystis de las cuales no
se ha dilucidado el ciclo biolégico. La
prevalencia en humanos es baja. Esta
parasitosis tiene importancia en la pro-
duccién ganadera.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

En el suelo, vegetales y pasturas
se encuentran los esporocistos del proto-
zoario. En las carnes se hallan los cisto-
zoitos dentro de quistes musculares.

Via de infeccion

Es oral para hospedadores defini-
tivos e intermediarios. Por ingestion de
esporocistos que tienen la caracteristica
de ser infectantes al momento que son
eliminados con las heces, y por ingestion
de los quistes presentes en los musculos
de los intermediarios.

Enfermedad en el hombre

Los sintomas en el hombre como
hospedador definitivo de Sarcocistosis
son gastro entéricos, nauseas, pérdida
de apetito, acidez gastrica, distension
abdominal, diarrea acuosa, y eosinofilia.
En oportunidades se ha citado enteritis
necrotica. En personas inmunocompe-
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tentes la infeccion se autolimita. En el
hombre, como hospedador intermediario,
la localizacion es diversa, con presencia
quistes musculares y sintomas de vascu-
litis y miositis asociadas con eosinofilia
y linfadenopatias, brocospasmos y rash
cutaneo.

Profilaxis alimentaria

Alimentar a los carnivoros con ali-
mentos balanceados o carnes cocidas.

En el campo evitar que coman ca-
daveres, seria conveniente cocinar las
carnes.

No utilizar guano de animales para
abonar las quintas.

Congelar las carnes.

PROTOZOOS DEL PHYLUM
EUGLENOZOA

TRYPANOSOMA CRUZI

Descripcion: Es un protozoario
hematico y tisular del hombre y varios
mamiferos. Si bien no es frecuente la
contaminacion de alimentos por este
protozoario, la via digestiva es una forma
de ingreso al hospedador muy eficaz para
Trypanosoma cruzi al poseer una etapa en
el medio ambiente, en las heces del triato-
mineo vector, se hace posible su ingreso
por via digestiva, asi como permucosa.

Las descriptas han obedecido a
alimentos contaminados por heces de
triatomineos caidas directamente sobre
los alimentos.

Se debe tener en cuenta ademas
la probable contaminacioén por T.cruzi al
faenar animales de caza, ya que pueden
estar parasitados y el parasito desde las
carnes puede ingresar por via percutanea
al desollarse las presas, o puede ingresar
también por via oral al ingerirlas insufi-
cientemente cocidas.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

Pueden hallarse los Tripomastigo-
tes metaciclicos provenientes de heces
de Triatomineos sobre cualquier tipo de
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alimentos. Fue muy comentado el caso
ocurrido en Santa Catarina, Brasil, en el
ano 2005 sobrevenida a partir de la inges-
ta de jugos vegetales. Pero esta situacion
se da obviamente todos los dias en areas
endémicas de nuestro pais. También
pueden hallarse la formas tripomastigo-
tas, también infectantes en las carnes de
animales de caza.

Via de infeccion

Las formas de ingreso al organismo
relacionadas con los alimentos son oral,
permucosa y percutanea.

Enfermedad en el hombre

La enfermedad de Chagas-Mazza o
Tripanosomiasis Americana puede pre-
sentarse en dos fases, aguda y crénica.
Los sintomas de la fase aguda incluyen
anemia, debilidad, desordenes nerviosos,
dolor muscular y 6seo con grados variados
de afeccion cardiaca y puede sobrevenir
la muerte.

La enfermedad crénica es la resul-
tante de disfunciones nerviosas centrales
y periféricas durante algunos afos. Algu-
nos pacientes fallecen por insuficiencia
cardiaca por ausencia de tono del muscu-
lo cardiaco por destruccion de los nervios.
En la etapa crénica pueden presentarse
también las megavisceras.

Profilaxis alimentaria

Higienizar correctamente los ali-
mentos que han de consumirse crudos.

Cubrir los alimentos para que no
puedan caer heces de insectos sobre
ellos.

Utilizar guantes al desollar presas
de caza.

Ingerir las carnes suficientemente
cocidas.

PROTOZOOS DEL PHYLUM
RETORTAMONADA

GIARDIA LAMBLIA

Descripcion: Es un protozoo zoon6-
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tico cosmopolita, de mayor incidencia en
zonas tropicales y subtropicales. Su ciclo
biolégico es directo y las formas de presen-
tacion de la enfermedad son variadas. Las
epidemias pueden ocurrir tanto en paises
desarrollados como en paises en desarro-
llo donde los suministros de agua han sido
contaminados con aguas no tratadas por
filtraciones. Es un importante agente de
la diarrea del viajero. Se considera que la
ingestion de diez quistes origina ya una
giardiasis sintomatica.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

Los quistes del protozoo, elementos
de diseminacién y resistencia son los que
permanecen en los alimentos.

Via de infeccion

Es exclusivamente oral por inges-
tiébn de quistes presentes en aguas y/o
alimentos.

La enfermedad en el hombre

Existen tres formas de presenta-
cion.

Giardiosis aguda: caracterizada por
diarreas malolientes y acuosas con heces
que flotan en el agua. Mala absorsién con
esteatorrea y pérdida de peso, nauseas,
vomitos, y distensién abdominal.

Giardiosis cronica: se presenta con
periodos diarreicos con heces pastosas y
espumosas, acompanados de flatulencia
y meteorismo, alternados con periodos
en los que las heces son normales. En
algunos pacientes cursan con sindrome
de mala absorciéon y las consecuencias
clinicas que de él derivan.

Giardiasis asintomatica: carac-
teristica de zonas endémicas donde las
reinfecciones son muy frecuentes. Tiene
gran importancia epidemiolégica y oca-
sionalmente puede derivar alguna de las
otras formas de presentacién.

Giardia lamblia jamas sale del
intestino, sin embargo puede producir
manifestaciones extraintestinales como:
erupciéon maculo papular, urticaria, aftas,
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poliartritis, colangitis, asma bronquial,
iridociclitis, retinitis, alergias de origen
alimentario, sinovitis, artritis. La pre-
sencia de Giardia lamblia en el intestino
delgado, asi como la eliminacién de sus
productos de excrecién-secrecion pueden
alterar los principios farmacolégicos de
medicamentos que se consuman por via
oral y asi no obtenerse el efecto esperado
de aquellos: fallas de antibi6ticoterapia
por ejemplo.

Profilaxis alimentaria

No permitir el ingreso de animales
a los establecimientos horticolas.

No utilizar abono elaborado con
guano de animales sin el correspondiente
tratamiento.

No regar las huertas con aguas
servidas.

Controlar las canerias del agua de
red, pueden tener filtraciones.

Aplicar vacunas preventivas a los
caninos para evitar que enfermen y dise-
minen la parasitosis.

PROTOZOOS DEL PHYLUM
CILIOPHORA

BALANTIDIUM COLI

Descripcion: Es un protozoo ciliado
de gran tamano, primariamente parasito
de cerdos que se adapta a otros hospeda-
dores, entre ellos el hombre.

Estadios que pueden hallarse en
los alimentos

Balantidium coli es el Ginico pro-
tozoario parasito capaz de enquistar en
el ambiente, por lo cual los trofozoitos y
quistes tienen idéntica importancia en la
contaminacién de alimentos y agua.

Via de infeccion
La via de infeccién es oral por medio
de la ingestién de quistes.

Enfermedad en el hombre
Mediante su capacidad de secretar
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enzimas proteoliticas y hialuronidasa,
pueden producir tlceras en el intestino
grueso de sus hospedadores, con infiltra-
dos de polimorfonucleares, hemorragias y
contaminacién bacteriana secundaria, lo
cual se traduce en una disenteria balan-
tidiana. Por contigtiidad puede producirse
infeccion en pulmones y otros 6rganos y
ser mortal. Es frecuente la recuperacion
espontanea y entonces, animales y hu-
manos, comportarse como portadores
sanos.

Profilaxis alimentaria

No utilizar materia fecal de cerdos
como fertilizante.

Controlar a los manipuladores de
alimentos.

No utilizar aguas de origen dudoso
para regar huertas.

Utilizar s6lo agua de red en la higie-
ne de equipos utilizados en la industria
alimentaria.

Utilizar sélo agua de red en la ela-
boracion de alimentos.

PROTOZOOS DEL PHYLUM
SARCODINA
ORDEN AMEBIDA

ENTAMOEBA HISTOLYTICA/
DISPAR

Descripcion: Amebas comensales:
Entamoeba coli, endolimax nana, Ioda-
moeba.

Entamoeba histolytica / dispar es
patégena e invasiva, el resto: Entamoeba
coli, Entamoeba polecki, lodamoeba bust-
chli, Endolimax nana, son consideradas
comensales. Sin embargo, en ocasiones,
especialmente en niflos y ancianos, asi
como en individuos inmunolégicamente
deprimidos puede ocasionar diarreas.

Es importante reconocerlas porque
su hallazgo representa contaminacion
fecal humana en el alimento estudiado.
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Estadios que pueden hallarse en

los alimentos
Las formas de diseminacion y resis-
tencia del protozoo son los quistes.

Via de infeccion
Los quistes deben ser ingeridos.

Enfermedad en el hombre

Entamoeba histolytica es conside-
rada la tercer causal de muerte por en-
fermedad parasitaria en el mundo. Posee
enzimas histoliticas que le otorgan un alto
poder invasivo.

Existen distintas formas de presen-
tacion de la parasitosis:

Amebiasis aguda (disenteria ame-
biana): con trofozoitos invasivos que pro-
ducen tulceras en la mucosa intestinal,
llegando hasta la submucosa y a veces
hasta la muscular de la mucosa y la sero-
sa. Se produce eliminacion de heces con
moco, sangre y pus. En la materia fecal
de estos pacientes se encuentran solo
trofozoitos, moviles, de movimientos uni-
direccionales y hematofagia. Esta forma
grave, igualmente, puede remitir.

Amebiasis oligosintomatica: con
periodos de diarrea alternados alternados
con coprostasia y simultaneamente elimi-
nacion de heces que contiene trofozoitos
y quistes respectivamente.

Amebiasis cronica (individuos
portadores): solo ocasionalmente tienen
alteraciones digestivas, sin embargo po-
seen gran importancia en la diseminacion
de la enfermedad.

Amebiasis secundaria: se da por
continuidad o contigtiidad con otros
organos produciéndose en ellos lesiones
secundarias como por ejemplo la necrosis
colicuativa del higado o la amebiasis pul-
monar. También puede diseminarse por
via sanguinea a distancia y desarrollar
amebiasis cerebral.

Profilaxis alimentaria

Control parasitolégico de los mani-
puladores de alimentos.

No utilizar materia fecal humana ni
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animal como abono.

Solo utilizar agua de red para el
riego de las huertas.

Soélo utilizar agua de red para la
higiene de equipos industriales.

Soélo utilizar agua de red para la
elaboracion de alimentos.

En areas endémicas beber sélo
aguas envasadas.

ORDEN SCHIZOPYRENIDA

Las amebas patogenas de vida libre,
no son parasitas, son habitantes norma-
les del suelo y agua pero probablemente
en el curso de la evolucion, y por el ca-
lentamiento global han ido adaptandose a
temperaturas mas préximas a la corporal
y entonces a la vida parasitaria. En opor-
tunidades pueden producir patologias en
el hombre.

NAEGLERIA FOWLERI
Descripcion: Es una ameba pato6-
gena de vida libre que posee en su evolu-
cion estadios que se desplazan mediante
seudépodos y otros que lo hacen mediante
dos flagelos. Los casos de enfermedad
hallados en el hombre han sido proba-
blemente adquiridos por nadar en piletas
de aguas termostatizadas o en aguas
termales en pacientes con enfermedades
inmunodepresivas concomitantes.
Naegleria fowleeri ha sido aislada a
partir de botellas de agua mineral por lo
que se la incluye en el presente informe.

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos

Los quistes de Naegleria fowleri
y otras amebas patégenas de vida libre
pueden hallarse en alimentos y aguas
minerales.

Via de infeccion
Pueden ingresar por via nasal

Enfermedad en el hombre

Se denomina Meningoencefalitis
amebiana primaria. Es aguda y fulminan-
te. Después de su ingreso por el tracto
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nasal, los trofozoitos migran a lo largo
del nervio olfativo, laminas cribadas del
etmoides y craneo. La destrucciéon del
parénquima cerebral es rapida.

Profilaxis alimentaria

Control parasitolégico de aguas
minerales

Utilizaciéon de agua de red

PROTOZOOS DEL PHYLUM
MICROSPORA

Los microsporidios son parasitos
intracelulares. Han sido hallados en algu-
nos casos como hiperparasitos, por lo cual
algunos autores los han propuesto como
utiles para realizar control biolégico de
plagas. Distintos géneros han sido halla-
dos en humanos inmuno deprimidos, al-
gunos son zoono6ticos. Los microsporidios
son parasitos oportunistas y actualmente
se desconoce su importancia en personas
inmuno competentes.

Los Géneros Pleistophora, Nosema,
Enterocytozoon han sido descriptos en
humanos

Estadios que pueden hallarse en

los alimentos
Son los esporos que son formas de
resistencia.

Via de infeccion
Es fecal-oral para las formas gas-
troentéricas.

Enfermedad en el hombre

Por lo general producen afecciones
gastroentéricas, con diarreas en indivi-
duos inmuno comprometidos. También se
describen infecciones del tracto respirato-
rio, urogenital y del globo ocular.

Profilaxis alimentaria

Utilizacion de agua de red

Control parasitolégico con técnicas
especificas para el diagnéstico de micros-
poridios, especialmente en manipuladores
de alimento inmunodeficientes.
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ENTEROBACTERIACEAE EN ALIMENTOS

Bact. Dr. Oscar R Linzitto y Bact. Tunes Maria del Lujan

Catedra de Microbiologia Especial. Carrera de Microbiologia Clinica e Industrial. FCV. UNLP

Las enfermedades entéricas generan un problema de Salud Publica en Argen-
tina donde atin se reportan altos indices de morbi-mortalidad principalmente en la
poblacién infantil. La mayoria de estos eventos estan relacionados con saneamiento
ambiental deficiente, habitos higiénicos inadecuados y contaminacion de los alimen-
tos. Se pueden realizar importantes aportes dentro de sus diversos campos de acciéon
entre ellos los aspectos de urbanizacién estratégica con la provision de agua potable
y cloacas, sumados a la vigilancia epidemiolégica de las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAS), inocuidad de alimentos, saneamiento del medio y educacion
para la salud.

Los diversos agentes bacterianos implicados en los cuadros diarreicos en huma-
nos, surgen en gran parte de la contaminacion de los alimentos y entre ellos la propia
agua. Las enterobacterias son microorganismos que resaltan por su participacion en
los episodios diarreicos y son los mas frecuentes en los procesos de enfermedades
transmitidas por los alimentos. En este capitulo se detallarara genéricamente algunas
caracteristicas de los géneros mas importantes de Enterobacterias incriminados en
cuadros entéricos de origen alimentario.

Las enterobacterias corresponden a un grupo importante de microorganismos
ubicados taxonémicamente dentro de las proteobacterias gamma y familia Entero-
bacteriaceae. Son coco-bacilos o bacilos, no producen esporas, méviles o inmoviles,
capsuladas y no capsuladas, Gram negativos, metabolicamente aerobios o anaero-
bios facultativos, capaces de fermentar la glucosa con produccion acidos y/o gas,
reducen los nitratos a nitritos y dan la reacciéon de oxidasa negativa. Su habitat esta
en el suelo, agua y vegetales, suelen formar parte de la microbiota del intestino de
animales domésticos, silvestres y humanos. Dentro de la familia Enterobacteriaceae,
estan divididos en grupos o tribus por sus caracteristicas bioquimicas. Actualmente
segun la ultima versién del Manual Bergey’s se encuentran 44 géneros y 175 espe-
cies. Dentro de las cuales una veintena son patégenas. Los géneros y especies mas
importante involucradas en los procesos patologicos entéricos relacionados a conta-
minacion alimenticia son diversos patotipos de Escherichia coli (ECEI, ECEP, ECEH,
ECEI ECED, ECHT y particularmente la cepa 0157:H7 asociado al Sindrome Urémico
Hemolitico), Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium y otras Salmonellas, Shi-
gellas spp, Achromobactaer sakazaki, Yersinia enterocolitica, Citrobacter, Klebsiella,
Enterobacter y otras.

Las enterobacterias son responsables de la mayoria de las gastroenteritis agu-
das y del 30-35% de las bacteriemias y del 70-75% de las infecciones urinarias en
humanos. Ademas producen diversos sindromes patolégicos en animales domésticos
y salvajes.

El nivel de enterobacterias en los alimentos es un buen indicador de la calidad
microbiana del alimento y provee informacion relevante respecto a la seguridad ali-
mentaria.
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EL DIAGNOSTICO DE LA LEPTOSPIROSIS

Prof. Dr. Bact. Nestor O. Stanchi

Catedra de Microbiologia. Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Nacional de La Plata - Universidad Catélica de Cuyo-San Luis
nestorstanchi@yahoo.com.ar

El diagnéstico de la leptospirosis, tanto para la clinica humana como animal,
continta realizandose con la técnica descripta por Martin y Pettit en 1918, denominado
Test de Aglutinacion Microscépica (Microscopic agglutination test o MAT) método que
se considera de referencia para la investigacion de esta zoonosis.

El diagnostico basado en el aislamiento del microorganismo es, sin lugar a
duda, la irrefutable evidencia de infeccion en humanos. El hallazgo de leptospiras en
muestras de animales esta indicando infeccion, pero debido a los largos periodos de
eliminacion de esta bacteria, debe llevarse a cabo un estudio de signologia clinica, que
correlacione los hallazgos de laboratorio con la clinica y epidemiologia. El cultivo de
leptospiras, debido a que el microorganismo tiene un tiempo de duplicaciéon cercano
alas 7 horas, hace necesario incubar el mismo por no menos de 2 meses (incluso hay
laboratorios que lo hacen hasta 6 meses). Este tiempo es por demas excesivo para un
diagnostico clinico aunque si es ttil para el estudio epidemiologico. De alli es que la
serologia tiene un importante valor diagnéstico.

En la busqueda de bibliografia se encuentran numerosas pruebas que, de una
u otra manera, intentan reemplazar o al menos complementar a la mencionada MAT.
Algunas contintan utilizandose hoy dia como un método alternativo de diagnéstico,
pero la confirmacion serologica sélo es posible mediante MAT.

Entre las pruebas que actualmente siguen utilizandose es la basada en una
aglutinaciéon macroscoépica que utiliza un antigeno termo resistente proveniente de una
cepa de leptospira no patogena (L. biflexa), conocido como antigeno TR. Esta prueba
ha demostrado una alta correlacion con sueros de origen humano, aunque es pobre
su eficacia en sueros animales, con la salvedad que podria utilizarse en caninos. La
prueba consiste en enfrentar sobre un portaobjetos o lamina de vidrio el suero del
paciente con el antigeno TR y luego de una agitacion, se realiza la lectura del mismo
en busqueda de aglutinacion. Para aquellos laboratoristas habituados al diagnostico
por medio de pruebas serologicas aglutinantes, los “grumos” que se producen en la
reaccion de TR suelen ser mas débiles o pequenos para identificar los sueros reactivos.
La reactividad debe comprobarse mediante MAT para arribar al diagnéstico.

Otra prueba que esta teniendo cada vez mas adeptos es el ELISA, esto es debido a
su practicidad, a la necesidad de laboratorios de mediana complejidad, a la posibilidad
de encontrar reactivos comerciales, e incluso a la posibilidad de diferenciar isotipos
de anticuerpos (IgG e IgM) que le dan a esta técnica un valor apreciable. Ademas tiene
la capacidad de detectar anticuerpos en el paciente unos dias antes que la prueba de
MAT. El test solo detecta anticuerpos género especifico y no sirve la identificacion de
serovar o serogrupo de leptospiras.

En el diagnéstico de la leptospirosis en canino, se ha incorporado una técnica
que utiliza el inmuno oro para la rapida deteccion de esta enfermedad (Lepto Dip-S-
tick), pudiendo ser utilizado como diagnéstico presuntivo.

Como se menciono al principio, otras técnicas diagnésticas se han desarrollado,
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y su uso no esta extendido, entre ellas se
pueden mencionar: Fijaciéon de comple-
mento, contrainmunoelectroforesis, lepto
tek lateral flow, dried latex agglutination
test (una placa de cartén con antigeno
disecado), inmuno flourescencia indirec-
ta, test de aglutinacion del latex, test de
aglutinacion macroscopica, test de agluti-
nacion en microcapsula, test de eritrocitos
sensibilizados, entre otras.

Indudablemente la técnica de Aglu-
tinacion Microscopica es la que permite el
diagnostico serolégico de la enfermedad.
No describiré aqui la técnica que puede
encontrarse en detalle en la web en el sitio
de la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE), pero si nombrar algunas de las
causales de diferencia de resultados ente
laboratorios, que suele ser una de las
dudas mas frecuentes entre los profesio-
nales. Al respecto debo mencionar que la
técnica a pesar de su estandarizacién, no
deja de ser una técnica subjetiva, y esto
es uno de los factores por la cual la OMS
recomienda realizar una serologia pareada
(10 a 15 dias de intervalo) realizadas en
el mismo laboratorio. Entre los factores
que pueden modificar la técnica de MAT
se incluyen:

Origen de las cepas utilizadas como
antigenos (aislamientos locales, cepas de
referencia internacional).

Cepa: incluso dentro de un sero-
grupo se pueden utilizar distintas cepas,
ejemplo. L. interrogans sv. Icterohaemo-
rragiae cepa RGA o Winjberg.

Medio de cultivo empleado, se reco-
mienda el EMJH pero puede ser realizado
con Stuart u otro (la composicion idénica
varia).

Tiempo de incubacién se puede
hacer entre 1 a 4 horas.

Temperatura de incubacién, es
aceptable a temperatura de 28 °C, aunque
también se puede a 37 °C (consideremos
que los distintos isotipos de inmunoglobu-
linas tienen distinta temperatura o6ptima
de reaccién).

Dilucién del suero en Solucion fisio-
légica o en PBS (estabilidad del pH).

Lectura en fondo oscuro seco o
humedo.
REIE vol.4, 2009

Lectura “macro método” o “micro
método” (en lugar de colocar una gota de
la prueba en el microscopio, se coloca la
microplaca completa en el microscopio de
fondo oscuro).

Tiempo de cultivo de la cepa (acep-
tado de 7 dias).

Estado de la cepa (con o sin autoa-
glutinaciones) o contaminaciones (debe
verificarse siempre por fondo oscuro).

Densidad del cultivo.

Conservacién del suero (congelado/
descongelado), contaminado, hemolizado,
etc.

Estado “animico” del observador

Por el momento debemos continuar
utilizando esta técnica de MAT que, a pe-
sar de sus variados aspectos negativos,
nos proporciona una Unica técnica para
evaluar sueros de humanos y animales.
Recomendando el empleo del ELISA como
técnica complementaria y rapida para los
laboratorios que no puedan realizar la
técnica de MAT como patréon.
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Instrucciones a los autores

La Revista de Enfermedades Infecciosas Emergentes
(REIE) esta destinada para la difusiéon del conoci-
miento de las enfermedades infecciosas nuevas y
emergentes-reemergentes. REIE esta destinada a
profesionales en enfermedades infecciosas. La edi-
cion original de REIE se publica en Espanol.

REIE aparece también en versiéon electrénica
(REIE-VE), la que puede diferir ligeramente en su
diagramaciéon y contenido con la versiéon impresa
de la revista.

Generalidades: Comenzar cada una de las seccio-
nes siguientes sobre una pagina nueva y en este
orden: Titulo, resumen, texto, agradecimientos,
referencias, tablas, y figuras con su correspon-
dientes leyendas. En la pagina de titulo, agregar
informacion completa sobre cada autor (nombres
completos y grado académico alcanzado). Incluir
direccion para correspondencia (nimero de FAX,
teléfono y direccion electronica si posee). Las tablas
y las figuras deberan enumerarse separadamente
(cada una comenzando con 1) en orden de mencion
en el texto. Escribir a doble espacio, incluyendo
el resumen. Una vez aprobados los originales se
debera enviar el trabajo en diskette. Los nombres
cientificos de microorganismos se escribiran en
letra cursiva. Actualidad: A la seccién actualidad
estan destinados aquellos trabajos inéditos y de
investigacién relacionados con las Enfermedades
Infecciosas Emergentes siendo bienvenidas las con-
tribuciones de cientificos y profesionales de todas
las disciplinas. Los articulos no deberan superar
las 3.500 palabras y deberan incluir hasta 40 refe-
rencias. Debera contar con las siguientes secciones:
Titulo, Autor/es, Filiacion Cientifica, Resumen en
Espanol (no mas de 300 palabras), Resumen en
Inglés (no mas de 200 palabras) (recomendamos la
revision del mismo por traductores especializados),
Introduccién, Materiales y Métodos, Resultados, Dis-
cusion, Agradecimientos, Referencias en no mas de
40. Las fotografias y las ilustraciones son optativas
en blanco y negro (la publicacion de fotografias en
color sera a cargo del autor). Anadir un resumen
breve de antecedentes del autor. Revisiones: A la
seccion Revisiones se recibiran las contribuciones
de cientificos y profesionales de todas las disciplinas
y deberan dirigirse a factores que contribuyan a
conocer a las enfermedades infecciosas emergen-
tes, incluyendo adaptaciéon y cambio microbiano;
comportamiento humano demografico; tecnologia e
industria; desarrollo econémico; comercio y viaje in-
ternacional; y fallas en las medidas de salud publica.
Los articulos no deberan superar las 3.500 palabras
y deberan incluir hasta 40 referencias. La seccion
debera comenzar con una introduccién que plantee
la relacion de los puntos a discutir en el articulo para
las enfermedades infecciosas emergentes. Se reco-
mienda el uso de subtitulos adicionales en el cuerpo
principal del texto. Las fotografias y las ilustraciones
son optativas en blanco y negro (la publicacién de
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fotografias en color sera a cargo del autor). Anadir
un resumen corto (150 palabras) y un resumen
breve de antecedentes del autor. Incluir un resumen
(100-200 palabras) en Inglés (recomendamos la
revisiéon del mismo por traductores especializados).
Comunicaciones: Se aceptaran revisiones concisas
de enfermedades infecciosas o temas relacionados.
Se dara preferencia a revisiones de enfermedades
emergentes y nuevas; sin embargo, seran también
bienvenidas actualizaciones de otras enfermedades
o temas. Deberan contener aproximadamente 3.500
palabras e incluir referencias, en un maximo de 40.
La seccién debera comenzar con una introduccion
que plantee la relacion de los puntos a discutir en
el articulo de enfermedades infecciosas emergentes.
Es recomendable el uso de ilustraciones y subtitulos
en el cuerpo principal del texto. Afiadir un resumen
corto de no mas de 150 palabras y un resumen bre-
ve de antecedentes del autor. Incluir un resumen
(100-200 palabras) en Inglés (recomendamos la
revisiéon del mismo por traductores especializados).
Cartas al Editor: Brindar actualizaciones breves
sobre tendencias o investigaciones en enfermeda-
des infecciosas emergentes. Las cartas (hasta 1000
palabras de texto) deberan ser en formato carta y
no se dividiran en secciones. Comenzaran con una
introduccién breve sobre la relacion del tema de las
enfermedades infecciosas emergentes. Incluir desa-
rrollo de métodos; referencias, en no mas de cinco;
y figuras o ilustraciones, en no mas de dos. Todos
los articulos seran revisados por revisores indepen-
dientes. El Editor se reserva el derecho de modificar
los articulos para su claridad como asi también el de
modificar el formato a efectos de adaptarlo al estilo
de publicaciéon de REIE.

Enviar los documentos en copia impresa y una vez apro-
bados los originales en diskette. Los formatos aceptables
para el texto son Word. Los documentos graficos deben
enviarse en Corel Draw, TIF (TIFF) o JPG indicando el
formato empleado y version. La fuente preferida para
archivos graficos es Helvética. Convertir los archivos Ma-
cintosh a PC en uno de los formatos sugeridos. Enviar las
fotografias en copias listas para su reproduccion. Enviar
todos los manuscritos y la correspondencia al Editor, Re-
vista de Enfermedades Infecciosas Emergentes, CC 741,
(1900) La Plata, Buenos Aires, ARGENTINA, Tel/FAX:54-
21-579806 o E-mail nestorstanchi@yahoo.com.ar.

Copyright: Todos los autores de manuscritos deben estar
de acuerdo en la remisién y son responsables por su con-
tenido, incluyendo la citacién correcta y agradecimientos,
también deben estar de acuerdo en que el autor para la co-
rrespondencia tiene la autoridad para actuar en su nombre
en todas las acciones correspondientes a la publicacion.
REIE requiere que el autor firme una transferencia del
copyright en acuerdo de todos los autores, sin ésto no se
publicara el manuscrito. Al remitir el material, los autores
garantizan que ese manuscrito u otro con el mismo con-
tenido, no ha sido publicado previamente y no esta siendo
considerado para publicacion en otro medio. Para material
previamente publicado (ejemplo tablas, figuras, fotos o
texto), el autor es responsable de obtener el permiso (tanto
del autor como del editor) para reproducir el original. Se
deberan remitir copias del permiso de reproduccion.
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