Sitio Argentino de Produccién Animal

Toxicologia

Rev. Med. Vet. (Buenos Aires) 2008; 89, 1: 9-12

Evaluacion toxicoldgica de Pithomyces chartarum en Argentina.

Licoff, N.'; Khalloub, P."; Diab, S.*; Cantén, G.% Odeén, A.? y Odriozola, E.2

1. Residencia Interna en Salud Animal
2. INTA Balcarce. CC 276 Ruta Nacional 226 Km 73,5 - (7620) Balcarce. eodriozola@balcarce.inta.gov.ar

Palabras clave: Pithomyces chartarum, esporidesmina,
Argentina.

RESUMEN

La capacidad de Pithomyces chartarum de producir
esporidesmina ha sido comprobada en diferentes paises
con sistemas pastoriles. Este hongo también ha sido iden-
tificado en Argentina y se lo ha relacionado con cuadros
de fotosensibilizacion secundaria. El diagnostico se ha
basado en el alto conteo de esporas, analisis sanguineos
e histopatoldgicos, pero no se ha realizado la determina-
cién de esporidesmina en muestras de forraje o en aisla-
mientos del hongo. El objetivo de este estudio es dete-
rminar la presencia de cepas de P. chartarum productoras
de esporidesmina en muestras de pasturas de Argentina.
Para el conteo de esporas se usé la técnica descripta por
di Menna y para la determinacion de cepas productoras de
esporidesmina un test de ELISA directo de competicion.
Se aislaron 101 cepas de P. chartarum de muestras de
pasturas con cantidades de 5.000 y 1.475.000 esporas por
gramo de forraje. La produccién de esporas en los cultivos
en placa vari6 entre 1,7 x 106 y 8,5 x 106. El 30,7 % de las
cepas aisladas evaluadas (31), resultaron positivas a la
produccién de esporidesmina respuestas.
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SUMMARY
Toxicologic analysis of Pithomyces chartarum in
Argentina.
The capacity of the fungus Pithomyces chartarum of
producing sporidesmin has been proven in different
countries. This fungus has also been identified in

Argentina, being related to cases of photosensibilization.
The diagnosis was made through spore counts, blood
analysis and histopathology, but never by sporidesmin
determination. The aims of this study were to determine P.
chartarum strains which could produce sporidesmin in
fodder samples in Argentina. For spore counting the di
Menna technique was applied and also a direct c-ELISA
test to detect strains producing sporidesmin. Strains of P.
chartarum (101) were isolated from grass samples; the
spore counts from these samples were 5,000 to 1,475,000
spores per gram of forage. The production of spores in
plate cultures was between 1.7 x 106 and 8.5 x 106. Of the
isolated strains, 30.7% (31) resulted positive in
sporidesmin production.

ellas no

Pithomyces chartarum (Berk & M.A.
Curtis) M.B. Elliis, es un hongo
sapréfito que puede producir la
micotoxina esporidesmina A, respon-
sable de causar cuadros de eczema
facial en ganado alimentado sobre
pasturas.

Es de distribucion mundial y ha sido
encontrado en Europa, Africa, Asia,
Oceania y en América® "
Determinadas medidas de manejo,
tales como el pastoreo intensivo
aumentan la posibilidad de ingestion
de esporas del P. chartarum que
desarrollan en el material muerto de
la pastura y, con determinadas
condiciones climaticas, se multiplican

rapidamente aumentando su
peligrosidad. Para el desarrollo del
hongo se deben producir tem-

peraturas minimas a nivel del pasto
por encima de 12-13°C durante dos,
tres o mas dias, coincidiendo con
suficiente humedad (3-4 mm. de
lluvia, rocios fuertes) para mantener
la base de la pastura continuamente
humeda. Con la intensificacion del
pastoreo los animales consumen el

estrato mas bajo de la pastura, donde
el hongo desarrolla y se intoxican®®.
La esporidesmina A causa dafio

hepatico primario el cual se
manifiesta como una foto-
sensibilizacion  hepatdgena (Kelly

1985). En casos severos esto puede
llevar a la muerte de animales. La
exposicion a bajas dosis de la
micotoxina produce pérdidas
productivas con disminuciéon en la
ganancia de peso, mermas en la
produccion de leche o lana y en los
indices reproductivos. Estas son las
razones por las que el eczema facial
tiene  un impacto  econdémico
importante en la industria ganadera
en Nueva Zelanda, al igual que en
otros paises como Australia y
Sudafrica, aunque en menor medida.
Estudios realizados por Collin et al.*
5, Collin y Towers7, di Menna et al' y
Halder et al'®> demostraron que la
produccién de esporidesmina puede
variar entre cepas de P. chartarum
aisladas en la misma regiéon o pais.
En Nueva Zelanda, Collin et al*
analizaron la capacidad de producir
esporidesmina de 676 cepas ais-
ladas; a pesar de que esporulaban
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masivamente, 2 de
produjeron la toxina. Tres afios
después el mismo autor analizd
cepas provenientes de paises de
Oceania (Australia y Nueva Zelanda)
y de Sudamérica (Brasil y Uruguay).
En el caso de las cepas de Australia
y Nueva Zelanda estudiadas, la
produccién de esporidesmina fue del
67 y 86%, respectivamente, mientras
que las cepas provenientes de Brasil
y Uruguay demostraron que sélo el 2
y 28% produjeron la toxina®.

Algunos trabajos previos indicaban
que todas las cepas analizadas
provenientes de Nueva Zelanda
producian toxina’'®. Halder et al'
examinaron 12 cepas aisladas de
pasturas de Texas (EE.UU.) mientras
que Collin y Towers’ evaluaron 57
cepas de Norte y Sudamérica;
ninguno de los estudios encontrd
cepas productoras de esporidesmina
a pesar de que demostraron
capacidad de esporular. Un estudio
de Sudafrica indicé que, al menos, el
25% de las 167 cepas aisladas
producian cantidades moderadas de
toxinas bajo condiciones de
laboratorio, mientras que otro estudio



indic6 que 3 de cada 10 cepas
aisladas de Francia producian niveles
detectables de toxina’.

El conocimiento de la capacidad de
P. chartarum de producir espori-
desmina en diferentes regiones
geograficas, especialmente en paises
que utilizan grandes areas pastoriles
como recurso forrajero, resulta de
gran interés para estimar el impacto
econdmico que esta afeccion pudiese
ocasionar en la produccion de leche y
carne.

P. chartarum también esta presente
en Argentina y se lo ha relacionado
con fotosensibilizacion secundaria®.
En estos casos, el diagndstico se
baso en el alto conteo de esporas por
gramo de materia seca de forraje
(epg), determinaciones de bioquimica
clinica (enzimas hepaticas) y analisis
histopatolégico. Sin embargo la
determinaciéon de esporidesmina en
muestras de forrajes o sobre cepas
aisladas no ha sido estudiada
localmente hasta ahora.

El propodsito de éste estudio fue
determinar la presencia de cepas de
P. chartarum productoras de espori-
desmina en pasturas de la region
pampeana y mesopotamica de la
Argentina.

Materiales y métodos

Las muestras de forraje analizadas
fueron tomadas de pastizales natura-
les y pasturas cultivadas. Se selec-
ciond material muerto que se encon-
traba en el estrato bajo de forraje,
sobre el suelo. Las muestras fueron
obtenidas de diferentes estableci-
mientos de la provincia de Buenos
Aires, Coérdoba, Entre Rios y Santa
Fe, segun colaboraciéon de produce-
tores y profesionales de cada zona.

Para determinar la cantidad de
esporas de P. chartarum en la
pastura las muestras fueron lavadas
empleando la técnica descripta por
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Collin et al (1998), utilizando diez
gramos de forraje seco dentro de una
bolsa plastica donde se agregan cien
mililitros de agua de red con una gota
de detergente comun. La muestra de
pasto es macerada mediante suaves
y repetidos masajes. Para realizar el
conteo de esporas propiamente dicho
se uso la técnica desarrollada por di
Menna®, en la cual se toma una
alicuota de la suspension resultante
anteriormente, cuantificando en una
camara hemocitométrica de
Neubauer.

Luego se realizé el aislamiento de P.
chartarum por la técnica de cultivo
monosporico (Fitzgerald et al”). A tal
fin, con el uso de microscopio 6ptico
a 450 aumentos, se eligieron esporas
viables. Estas fueron transferidas a
uno de los 24 hoyuelos de placas de
cultivo celular, conteniendo 1 ml de
RCA (Rabbit Chow Agar) con anti-
bidticos (estreptomicina 100 ppm y
tetraciclina 50 ppm). Las placas asi
sembradas fueron incubadas durante
15 dias a 22°C bajo luz ultravioleta
cercana (350 nm).

Terminada la incubacioén, las colonias
obtenidas fueron utilizadas en la
evaluaciéon de la produccion de
esporidesmina. Para la extraccion de
dicha micotoxina se agregaron 425 pl
de una solucién acuosa de Tween-20
(0.05% v/v) a cada hoyuelo y las
colonias fueron “lavadas” usando un
agitador de placas Titer Plate Shaker
(Lab-Line Instruments, Inc.) durante 5
minutos a 700 rpm. Una alicuota de
50 pl del lavado de cada aislamiento
fue analizada por medio de la técnica
de ELISA directa de competicion
descripta por Collin et al (1998) para
determinar la presencia de espori-
desmina. La sensibilidad del test de
ELISA utlizado permiti6 detectar
concentraciones de esporidesmina
de 1,6 ng/ml o0 mayores.

Luego del lavado de las colonias el
contenido de los hoyuelos (micelio,
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esporas y medio de cultivo) fue
vaciado dentro del vaso de un mixer
“Sorvall Ovni-Mixer Homogenizer”
(Du Pont Company, Newton Conn.
06470) al cual se le agregd 10 ml de
etanol 50% y 90 ml de agua
corriente. El material fue mezclado
durante 15 segundos a 4000 rpm y la
suspension resultante fue usada para
contar las esporas con la camara
hemocitométrica de Neubauer.

Resultados

El conteo obtenido de las 170
muestras de pastura analizadas vario
entre 5.000 y 1.475.000 esporas de
P. chartarum por gramo de materia
seca de forraje.

Se aislaron 101 cepas de P.
chartarum de las muestras de
pasturas de diferentes areas de las
provincias de Buenos Aires, Cérdoba,
Santa Fe y Entre Rios.

Las cepas analizadas mostraron
diferencias tanto en crecimiento
como en su habilidad para esporular.
La produccion de esporas en los
cultivos en placa varié entre 1,7 x 106
y 8,5 x 106.

La esporulacion de las cepas ais-
ladas fue evaluada para determinar
que la cantidad de esporas presentes
superara la cantidad minima reque-
rida para la deteccion de espori-
desmina. Estaba reportado que la
producciéon de esporidesmina podia
variar entre 0,6 y 3,5 ug cada 10-6
esporase. Teniendo en cuenta este
antecedente se considerd que el test
de ELISA empleado detectaria la
produccién minima de 2,7 x 103
esporas.

De las 101 cepas aisladas evaluadas,
31 resultaron positivas a la pro-
duccion de esporidesmina (30.7% de
las muestras).
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Cuadro 1. Capacidad de produccion de esporidesmina de cepas de

P. chartarum aisladas en Argentina

o . Namero de | Namero de Esporidesmina A
Provincia Partido . ;
Muestras [|aislamientos| No. de + % de +
9 de Julio 1 3 0 0,0
Balcarce 4 17 7 41,2
Bolivar 1 4 0 0,0
Castelli 1 2 0 0,0
Chascomus 4 9 9 100.0
Chivilcoy 1 4 0 0,0
Buenos Aires Coronel Dorrego 1 6 0 0,0
Maipu 2 8 3 37,5
General Alvarado 1 3 1 33,3
Pehuajo 1 4 2 50,0
Pila 1 1 1 100,0
Rivadavia 1 1 0 0,0
Saladillo 1 7 3 42,9
Tres Arroyos 4 17 5 29,4
i Santa Maria 1 1 0 0,0
Cordoba Union 1 4 0 0,0
E. Rios Federacion 1 6 0 0,0
Santa Fe General Lopez 1 4 0 0,0
Total 101 31 30.7
Discusion reportada en Brasil, donde la cepas para producir toxina v,

Al igual que en el trabajo de Collin et
al5 se encontraron valores similares
a los descritos en Uruguay. En este
estudio se observé que sélo el 30,7%
de las cepas fueron capaces de
producir esporidesmina. También se
detecté una gran variabilidad en la
proporcion de cepas aisladas produc-
toras de esporidesmina entre las
zonas muestreadas, desde un 0%
hasta un 100% de cepas positivas.
Teniendo en cuenta que los sistemas
productivos de Argentina estan
basados en el uso de pasturas
naturales y cultivadas, la presencia
de cepas toxigénicas de éste hongo
en las muestras analizadas podria
ocasionar importantes cuadros sub-
clinicos con mermas en la
produccién, ademas de las pérdidas
ya conocidas causadas por casos
clinicos de intoxicacion.

La proporcibn de cepas toxicas
encontradas en este trabajo es
similar a la reportada por Collin et al5
en Uruguay, pero mas alta a la

proporcion de cepas toxicas solo
alcanza el 2%. Aunque los por-
centajes son mucho mas bajos que
los reportados en Australia (67%) y
Nueva Zelanda (86%), donde esta
enfermedad tiene un gran impacto
econdmico.

Previo a este trabajo solo existia la
suposicion de la existencia de cepas
toxicas de P. chartarum en Argentina.
Por primera vez se obtienen
evidencias de la presencia de cepas
toxigénicas de P. chartarum en el
pais.

La informacion generada en cuanto a
la variabilidad zonal de cepas
productoras de esporidesmina
debera ser avalada por futuros
trabajos con mayor numero de
muestras que permitan corroborar
estos resultados.

La toxicidad de las pasturas ha sido
estimada tradicionalmente a través
del conteo de esporas producidas por
P. chartarum®. Esta estimacion
disminuye su validez teniendo en
cuenta la variacion de las diferentes
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ademas, se debe tener en cuenta
que el numero de esporas puede
variar rapidamente por la lluvia o por
la radiacion ultravioleta'®.

En Nueva Zelanda, donde el
porcentaje de cepas productoras de
esporidesmina llega al 90%6, las
pasturas contaminadas con niveles
de 50.000 a 100.000 epg son con-
sideradas peligrosas*'®. De acuerdo
con esto, considerando que el
porcentaje de cepas tdéxicas detec-
tadas en este ensayo llega al 30%,
los niveles de riesgo de las pasturas
deberian ser superiores a los de esos
paises para ser consideradas
peligrosas.

No obstante si evaluamos la toxicidad
de una pastura en base al conteo de
esporas se debera tener presente la
gran variaciéon en el porcentaje de
cepas toxicas observadas entre las
diferentes zonas. Esta situacion hace
imprescindible un andlisis regional
mas exhaustivo para disponer de
informacion mas segura en cada area
geografica.
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Conclusiones

Los aislamientos de P. chartarum y
su evaluacion por medio de un test
de ELISA fue empleado por primera
vez en el pais, generando infor-
macion sobre la existencia de cepas
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productoras de esporidesmina en

Argentina, y que el 30% apro-
ximadamente de las cepas
analizadas fueron capaces de
producir la toxina. Esto toma

importancia en la evaluacion de la
potencial toxicidad de forrajes a la

hora de confirmar un diagnéstico. Los
datos generados en este trabajo no
pretenden ser concluyentes, ya que
esta informacién  debera  ser
confirmada mediante la realizacion
de futuros estudios.
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