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RESUMEN

La industria del cuero conocida como curtiduria es una de las industrias mas
antigua creadas por el hombre ya que este material les sirvié en épocas antiguas
para protegerse del clima, animales y ambientes de manera general posteriormente
se refinaron las técnicas de obtencion de pieles dando un mayor uso y aplicaciones
a esta, desde revestimientos para muebles, aplicaciones en vehiculos para dar

sensacion de comodidad, asi como en el calzado y la moda.

De forma ordinaria, la piel se obtiene como producto secundario de la carne
y el cuero es piel de origen animal a la cual se le dio un tratamiento quimico,
otorgandole caracteristicas como maleabilidad y resistencia a la putrefaccion; para
realizarlo regularmente se usan pieles de origen bovino, aunque puede usarse otro
tipo de pieles como de reptiles, aves y animales marinos, aunque con menor

frecuencia.

Uno de los problemas que enfrenta la industria del cuero es el biodeterioro a
causa de la actividad microbiana. afectando la apariencia debido a cambios en las
caracteristicas fisicoquimicas, manchas, problemas con el tefido e irregularidades
de acabado de las pieles. La baja calidad del producto puede provocar pérdidas
economicas significativas. Con el fin de evitar el biodeterioro de las pieles es
necesario llevar un control adecuado enfocado en la prevencion del crecimiento
microbiano médiate el uso de biocidas en el proceso de fabricacion y la identificacion

de microorganismos.

En este proyecto se tuvo como objetivo principal la identificacion de
microorganismos aislados de muestras de piel “cuero azul” mediante el sistema
MALDI-TOF Biotyper™. Para ello, se obtuvieron seis muestras de piel “cuero azul”
con notables signos de biodeterioro de los cuales se aislaron 20 cepas de bacterias
y 26 hongos. Se lograron identificar 14 de las bacterias a nivel de especie y 5 a nivel
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de género. Interesantemente, en todas las muestras de piel se encontr6 a S.
rubidaea.

En resumen, se aislaron 20 bacterias de muestras de pieles “cuero azul”
lograndose identificar 14 bacterias a nivel de especie y 5 bacterias a nivel de género,
por lo tanto, MALDI-TOF Biotyper™ es una herramienta Util para la identificacion
de bacterias provenientes de pieles utilizando la base de datos proporcionada por
el fabricante. Por otro lado, para la identificacion de hongos filamentosos, es
necesario llevar a cabo la ampliacion de la libreria y complementarla con la

identificacion molecular.



1. INTRODUCCION

La fabricacién de las pieles y cueros a partir del curtido de pellejos de los
animales es una de los procesos de manufacturacion mas antiguos creadas por el
hombre y que hasta hoy en dia proporciona una amplia gama de bienes de
consumo. La industria de la curtiduria, en conjunto con la del calzado y del vestir
producen una amplia gama de articulos de uso personal como zapatos, cinturones,
carteras, chaquetas, correas de reloj, bolsos y articulos de viaje. El cuero también
puede emplearse en la fabricacién de otros productos, como la tapiceria para

automoviles y muebles, etc.

A nivel Nacional, el estado de Guanajuato es el principal fabricante de cueros
y de productos acabados de cuero y piel con un total del 76.4 % de la produccion
nacional y es el principal proveedor para la industria del calzado nacional [1].
Adicionalmente, en los ultimos anos debido al creciente desarrollo de la industria
automotriz en la regién, se ha incrementado significativamente la demanda en la
produccion de cuero para este sector. Tan solo en Leén, mas del 60 % del

produccion de cuero es destinado a la industria automotriz [2].

Dentro de la industria de la curtiduria existen diferentes procesos de
fabricacion, que abarcan desde los procesos artesanales hasta el uso de tecnologia
de punta. Sin embargo, en ambos casos el proceso de fabricacion sigue las etapas
generales de pre-curtido o limpieza, curtido y post-curtido o acabado [3, 4].
Usualmente en esta industria se denomina “cuero” a las pieles provenientes de
animales grandes (vacunos adultos y equinos), mientras que las “pieles” son las
provienen de animales de menor tamano (ovejas, cabras y terneros). No obstante,
durante el proceso de curtido los términos pueden utilizarse de manera diferente,
es decir, el término “piel” puede hacer referencia al material no curtido (putrescible),

mientras que “cuero” hace referencia al material ya curtido (no deteriorable).



Antes y/o durante el proceso de fabricacion, las pieles contienen gran
cantidad de residuos y nutrientes disponibles (colageno, carbohidratos, grasas vy
proteinas), lo que provee un medio perfecto para el rapido crecimiento microbiano,
y si no se controla adecuadamente, puede provocar un producto final de mala
calidad o inclusive afectar la salud de los trabajadores [5-9]. Con el fin de evitar
danos permanentes en el cuero a causa del crecimiento o actividades microbianas,
se recomienda inicialmente llevar a cabo la identificacion de los microorganismos
que causan el biodeterioro y la aplicacidn de biocidas para el control de crecimiento
[6]. En la actualidad, un numero relativamente pequefio de biocidas tienen una
amplia aceptacion debido a los altos costos y efecto adverso en el medio ambiente
[3, 5, 9-11].

Las técnicas convencionales utilizadas para la identificacion de
microorganismos se basan en el cultivo de microorganismos y en la determinacion
de las caracteristicas fenotipicas de los mismos. Sin embargo, estos métodos son
laboriosos, requieren mucho tiempo (hasta tres dias) y, a menudo, resultan
inadecuados para la diferenciacion fenotipica de especies similares, lo que culmina
en una mala identificacion o no identificacion de los microorganismos. Cabe sefalar
que un buen estandar de identificacion corresponde a los métodos moleculares
como es la secuenciacion de los genes ribosomales 16S (bacterias) o de regiones
intergénicas ITS (hongos) o el analisis multilocus. Sin embargo, es necesario llevar
algunos pasos previos como, extraccion de DNA, amplificacién por reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) de la regién de el(los) gen(es) de interés (por
ejemplo, 16S o ITS), purificacion del producto de amplificacion y finalmente enviarlo
a secuenciar [12, 13]. Una alternativa a los métodos tradicionales de identificacion
de microorganismos es el uso de espectrometria de masas (MS) con
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) acoplada a un tiempo de
vuelo (TOF) [14, 15].

Actualmente, MALDI-TOF MS es una herramienta usada en diferentes areas

de estudio y en aplicaciones rutinarias (por ejemplo, en diagndstico clinico) para una



rapida, precisa y relativamente barata identificacion y tipificacion de bacterias y
hongos de cultivos puros [16]. Esta estrategia se basa en la obtencién de perfiles
de las proteinas mas abundantes (ribosomales) de células intactas o extractos
crudos de los microorganismos; los cuales constituyen la “huella digital” del
organismo y se compara con espectros de referencia presente en la base de datos
[17]. Sin embargo, la identificacion en muestras ambientales es aun limitada, ya que
los espectros de referencias estan constituidos principalmente por muestras de
importancia clinica o alimentaria, por lo que en muchos casos aun es necesario
llevar a cabo la ampliacion de la libreria de referencia mediante la generacion de

espectros principales de referencia [18].

En este proyecto se propone la identificacion de aislados microbianos
procedentes de muestras de “cuero azul” tratadas con antibiéticos mediante la
técnica MALDI-TOF MS. La identificacién en primer lugar se pretende realizar
utilizando la base de datos proporcionada por el proveedor (Bruker Daltonics) y el
software Biotyper™. Para los aislados que no fueran identificados con dicha base
de datos, se crearan los espectros principales para general una base de datos local.
De acuerdo con la literatura [5-11, 19-33], se han reportado diferentes especies de
bacterias y hongos presentes en los materiales de pieles y cuero (piel cruda, pre-
curtida, curtida o producto terminado) o en el ambiente durante las diferentes etapas
del proceso de curtido. Con la finalidad de ampliar esta informacién, a continuacion,
se describe la revision bibliografica del proceso general de curtido de las pieles, los
principales organismos identificados, los métodos de control para evitar su
proliferacion y dafo permanente a las pieles, asi como las técnicas mas comunes

de identificacion de microorganismos.

1.1 Proceso del curtido de pieles

Las pieles de los animales en “crudo” son un valioso producto de la industria
carnica y la mayoria de esas pieles se convierten en cuero. Entre los animales

destinados para la fabricacién de cuero se encuentra principalmente las vacas,
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cabras, ovejas, cocodrilos, etc. Después de que los animales son sacrificados, se
obtiene las pieles en crudo, las cuales pueden llegar a poseer una gran cantidad de
microorganismo y convertirse en un medio optimo para su crecimiento. Para evitar
esto, las pieles son inmediatamente refrigeradas o congeladas y tradicionalmente
“curadas” principalmente con NaCl para su preservacion por mas tiempo. Con este
proceso se elimina el agua de la piel y se reduce la actividad del agua de la
humedad restante, lo que evita no solo el crecimiento de los microorganismos, sino
también las posibles actividades enzimaticas que puedan causar el biodeterioro de

la pieles antes de ser transformadas a cueros [3, 4, 34].

Una vez que las pieles en bruto han sido curadas, las pieles son
transportadas a la curtiduria donde se llevan a cabo el proceso de “pre-curtido”,
también conocido como limpieza o “Rivera” llamado asi debido a que se solia
realizar cerca de riachuelos. Las etapas de este proceso consisten en el remojo,
pelambre, encalado, lavado y desencalado de las pieles (Figura 1) y consiste en la
eliminacién de la grasa y carnaza unidas todavia a la parte interna de la piel. Para
ello, la piel se remoja en presencia de hidroxido de sodio, hipoclorito de sodio,
detergentes o preparaciones enzimaticas para eliminar la sales, sangre y suciedad
en general. Posteriormente, el pelo es eliminado con sulfuro de sodio y cal, lo que
ocasiona que la piel se hinche y se abran sus fibras permitiendo el ingreso de los
productos quimicos usados en etapas posteriores. La cal y el sulfuro de sodio se
eliminan y se procede al descarnado mecanico de la grasa natural, asi como el
empleo de desengrasantes quimicos y enzimaticos. Finalmente, la piel se prepara
para la etapa del curtido, mediante la utilizaciéon de principalmente acido féormico y
sulfurico (aporte de protones y unién con grupos carboxilicos), permitiendo la
difusion del curtiente hacia el interior de la piel sin que se fije en las capas externas

del colageno [3, 35].

La segunda etapa es el “Curtido” propiamente dicho, en este proceso se logra
impartir estabilidad quimica y fisica a la piel evitando su putrefaccion y haciéndola

resistente a cambios de temperatura, humedad y a la degradacion de



microorganismos. En general, dependiendo de la aplicacion final del cuero, se
utilizan dos métodos de curtido; cromado o curtido vegetal, en ambos se llevan los

pasos de desengrasado, piquelado, curtido, rebajado y secado (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo de un proceso tipico en la industria del curtido
(Tomado de [3]).

En el proceso de curtido vegetal se emplean diversos taninos organicos como
aldehidos, aminoacidos o vegetales de alto peso molecular y generalmente requiere
de tres semanas para que el tinte penetre a la piel. Ademas, las pieles se sumergen
en bicarbonato de sodio o tambores de acido sulfurico para la decoloracion y para
la eliminacion de los taninos unidos a la superficie. Antes de secarse, se pueden
agregar lignosulfonato, azucar de maiz y aceites al cuero. Y luego se someten a
mas pasos de acabado [36]. Alternativamente, en el proceso de curtido al cromo se
utilizan sales inorganicas, especialmente sales de cromo trivalente (Cr*3) y la piel
curtida por este procedimiento se denomina “cuero azul” o con el término inglés
“Wet blue” el cual es clasificado segun su grosor y calidad para su proceso de
acabado. El pH del cuero curtido al cromo finaliza entre 3.8 y 4.2. Antes de pasar a

la etapa de acabado, se procede a realizar una operacion mecanica quitando gran



parte de la humedad, realizando también operaciones de recurtido y tefido [2, 3,
35].

El producto obtenido por este proceso generalmente es de calidad superior
al obtenido por curtido con vegetales debido a su suavidad, alta estabilidad térmica
y al agua, en un tiempo menor. Sin embargo, tiene un fuerte impacto en el medio
ambiente debido a la contaminacién de aguas residuales y la dificultad para
deshacerse de los solidos [35]. Cabe sefalar que el curtido vegetal tampoco es un
proceso libre de contaminacién, ya que las aguas residuales generadas también
son dificiles de tratar [31, 37].

Por ultimo, el tercer paso consististe en el “Acabado” del cuero y reside en
la aplicacion de diversas operaciones mecanicas con la aplicacion de anilinas o
pigmentos dispersos, lacas de nitrocelulosa o poliuretanos, esto imparte al cuero

caracteristicas para cada tipo de producto final (gamuza, charol etc.) [3, 35].

Una preocupacion adicional a la problematica de contaminacién generadas
por los residuos durante el proceso de produccion del cuero en la Industria [35], esta
relacionada la calidad de las pieles y biodeterioro a causa de la proliferacion de los
microorganismos que pueden llegar a resistir condiciones extremas de acidez y
alcalinidad durante la fabricacion del cuero. En general, dependiendo del pH, el
suministro de nutrientes y el contenido de agua, los microorganismos pueden crecer
y causar dafos en las pieles sin procesar o durante las diferentes etapas del
proceso de curtido y, en consecuencia, las materias primas degradadas pueden
producir cuero de calidad inferior e incluso afectar la salud de los trabajadores o ser
trasmitidos a los humanos en el producto final. Por ello, es muy importante evitar el
crecimiento y proliferacion de microorganismos, inicialmente mediante la

identificacion de los microorganismos y el uso de biocidas especificos [5].



1.2. Principales microorganismos presentes en las pieles durante el proceso
de curtido

Existe diversos microbios que residen en la piel de humanos y animales. En
la piel de humano se ha encontrado alrededor de 1000 especies diferentes de
bacterias, hongos, virus y otros microbios [38]. La mayoria de ellos son inofensivos
e incluso beneficiosos para los huéspedes humanos y animales. La colonizacién
microbiana de la piel es variable y se basa en factores del hospedador endégeno,
ubicacion topografica y factores ambientales exdgenos. Por lo tanto, las pieles de
animales que se utiliza para la fabricacion del cuero contienen una gran variedad de
microorganismos derivados del aire, el agua, el suelo, suciedad entre otros factores.
Cuando el animal aun esta vivo, la mayoria de estos tienen poco efecto sobre la
piel, pero después de ser sacrificado el animal, la piel puede ser descompuesta por
no preservarla en condiciones adecuadas e incluso la “curada” puede ser
almacenada por largo tiempo y se propicia el crecimiento de bacterias
principalmente del tipo haldfilas (Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium,
Stomatococcus, Lactobacillus, Bacillus, entre otras ) [19, 22, 34]. La proliferacion de
bacterias haléfilas se caracteriza por la produccién de una gama de pigmentos que
dan manchas rojas y violetas y se han aislado con mayor frecuencia M. roseus, M.
luteus y M. morrhuae. Algunos hongos halotolerantes también se han aislado de
pieles de oveja salada (Aspergillus terreus, Asperqillus niger, Aspergillus fumigatus,

Penicillium restrictum, P. citrinum, Altemia spp. y Cladosporium spp.) [21].

Por otra parte, cuando las pieles curadas llegan a la etapa para la fabricacion
del cuero, en la etapa de pre-curtido las pieles pueden ser almacenadas por un
periodo largo en condiciones de alta humedad, lo que proporciona un medio
favorable para el crecimiento de microorganismos provenientes ya sea de la misma
piel del animal, de la misma agua utilizada durante el lavado de sales o del ambiente
de la curtiduria. Entre los microorganismos detectados en esta etapa se encuentran
principalmente las bacterias, con actividades proteoliticas y lipoliticas, cuyo signo
inicial de crecimiento es el mal olor en la piel y mas tarde en el vello, ademas de
que este deterioro puede ocasionar una pérdida considerable de sustancias

7



naturales como aceites, granos sueltos (en pieles de reptiles) y agujeros, e inclusive
los microorganismos presentes pueden llegar a comprometer la salud de los
trabajadores [6, 29, 39].

Entre los microorganismos reportados presentes en la piel cruda o en la etapa
de pre-curtido se encuentran bacterias pertenecientes a los géneros de Bacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Nocardiopsis. Mientras que en el aire de la tenerias
se han reportado especies como: Acinetobacter johnsonii, Nocardiopsis
dassonvillei, P. putida, Staphylococcus gallinarum, B. pumilus, B. subtilis, B. cereus,
Corynebacterium lubricantis, asi como especies de hongos filamentosos:
Cladosporium cladosporioides, P. commune, P. chrysogenum, P. crustosum, entre
otros [6, 26]. El control microbiolégico en los procesos de pre-curtido es muy
importante en la fabricacién de cueros, ya que la buena calidad de este puede ser

afectada antes de llegar a los procesos posteriores.

El biodeterioro de las pieles durante el curtido y los procesos posteriores
resulta principalmente por actividades de hongos filamentosos generando diferentes
pigmentaciones, lixiviacion de aceites y malos olores en los lugares donde se
encuentran [6]. La presencia de sales de amonio, fosfatos, tensos activos, agentes
engrasantes u otros agentes organicos favorece la formaciéon de moho en el cuero.
El cuero curtido al cromo proporciona una mayor resistencia bioldgica
principalmente contra el ataque de bacterias. Esto se debe al bajo pH, baja cantidad
de agua, mas del 90% de colageno y 2-4% de Cr203 (en el peso seco), lo que lo
hace mas resistentes a las enzimas proteoliticas (excepto la colagenasa), por lo que
el biodeterioro del “cuero azul” resulta principalmente debido al ataque de hongos
filamentosos 0 moho. La actividad de los hongos filamentosos puede causar una
descomposicion de la grasa y el aflojamiento de las fibras de la piel, y crear manchas
de diferentes colores. Las manchas en tonos verdes, amarillo, marrén y gris, estan
asociadas con algunos hongos del género Aspergillus (A. ochraceus, A. niger, A.
flavus, A. oryzae, A. fumigatus), Penicillium (P. rugulosum, P. funiculosum, P. variotii

P. commune, P. glaucum), Trichoderma viride, los cuales se caracterizan por atacar



sustratos con alto contenido de grasa. Las especies de microorganismos
reportadas que causan manchas de color rojo en los cueros curtidos se identificaron
como Paecilomyces ehrlichii, P. aculeatum, P. purpurogenum and P.
roseopurpureum [32]. También se han reportado otros hongos en cueros en el
curtido que corresponden al género Alternaria, Cladosporium, Trichoderma,
Fusarium, Aureobasidium, Scopullariopsis, Paecilomyces variotti, Rhizopus

nigricans asi como actinomicetos del género Streptomyces [25].

Durante el secado de las pieles acabadas, también pueden desarrollarse
mohos debido a humedades y temperaturas favorables dentro de las salas de
secado. Alguno hongos y bacterias mencionados en el parrafo anterior persisten en
las superficies de las soluciones de curtido vegetal, incluso en el cuero terminado
[33]. Como ejemplo, uno de los productos finales mas susceptibles al ataque de
microorganismos es el calzado, especialmente los que se usan a menudo e
intensamente, ya que dichas condiciones proporcionan un ambiente ideal para el
crecimiento microbiano [27]. También se ha reportado el deterioro por mohos de los
materiales bibliotecarios historicos [40]. Un aspecto adicional a considerar es el
entorno laboral de las tenerias y los posibles riesgos a la salud de los trabajadores
debido a infecciones causadas por microorganismos patégenos presentes [8, 21,
26-29]. La concentracion de bacterias y hongos en casi todos los casos reportados
ha excedido los niveles aceptables de microorganismos segun lo dictado por los

valores limite propuestos por la Asociacidén Americana de Higiene Industrial.

Entre los microorganismos identificados en el ambiente de las tenerias se
encuentran los que pertenecen a familias de Bacillaceae, Corynebacteriaceae,
Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Nocardiopsaceae, Pseudomonadaceae,
Staphylococcaceae. Algunos patégenos identificados corresponden al género de
Acinetobacter, Nocardiopsis, Pantoea, Pseudomonas y Staphylococcus. Ademas
de hongos filamentosos del género como Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Mucor,
Penicillium, Trichoderma, etc., asi como levaduras: Candida krusei C. glabrata,

Cryptococcus, Kodamaea y Pichia [8, 21, 26, 28, 29].



Por todo lo anterior, con el fin de mantener la calidad del cuero y, ademas,
evitar el crecimiento sobre todo microorganismos patdgenos que puedan
comprometer la salud de los trabajadores o del consumidor, especialmente
personas con un sistema inmunitario débil o si la piel esta herida [27, 29, 38, 41], es
muy importante llevar el control adecuado para prevenir el crecimiento de los
microorganismos desde la materia prima inicial o “piel de cruda”, durante todo el

proceso de produccion, hasta el producto final.

1.3 Control del crecimiento de microorganismos en cueros

Debido a que la piel y el cuero pueden ser susceptibles a la biodegradacion
por actividades microbianas. En este sentido, se suelen utilizar diversos biocidas de
amplio espectro para eliminar a la mayoria de los microorganismos, los cuales son
adicionados principalmente en el tambor donde se encuentran sumergidos los
cueros ya sea curtidos al cromo o vegetal [4-8, 30, 42]. Sin embargo, si el
microorganismo prolifera, el dafio que causa a la piel ya no se puede ocultar,
inclusive en cueros que no presentan signos evidentes de dafo, pero que fueron
infectados por hongos o bacterias, llega a presentar alteracion en las propiedades
fisicas y mecanicas ocasionando un detrimento en la calidad del producto final. Por
lo tanto, es fundamental llevar a cabo un buen control para prevenir el crecimiento

microbiano durante todas las etapas.

En general la palabra “biocida” es un término que se refiere tanto a los
bactericidas (efectivos contra las bacterias) como a los fungicidas (eficaces contra
los hongos). Un buen biocida de cuero deber cumplir ciertas caracteristicas como:
tener una alta actividad y un amplio espectro antimicrobiano, no debe de entrar en
conflicto con el cuero o los productos quimicos durante el procesamiento, ser
estable en el cuero, no lixiviar los colores, ser aceptable desde el punto de vista
ambiental, ser de baja toxicidad para las personas, y tener un precio razonable.

Aunque se conoce un gran numero de sustancias activas para la proteccion del
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cuero frente al crecimiento microorganismos, un numero relativamente pequefio de
biocidas ha recibido una amplia aceptacién debido a los altos costos y efecto

adverso en el medio ambiente [5, 11, 31].

La conservacion de la piel cruda se realiza principalmente con sales de sodio
y biocidas [4, 43-45], mientras que para la proteccion contra el biodeterioro causado
por los microorganismos en el material semi elaborado y/o producto final, se
emplean una amplia gama de compuestos quimicos de diversa naturaleza (por
ejemplo, compuestos heterociclicos o derivados del fenol o productos de origen
natural). Sin embargo, muchos de ellos presentan caracteristicas poco favorables
como baja solubilidad en agua, cambio en las propiedades del cuero u téxicos para
seres vivos y el ambiente, ademas de posible resistencia por los microorganismos
[5, 6,9, 19].

El modo de accidn de los fungicidas industriales va dirigido principalmente a
la pared celular fungica, compuesta por quitina y complejo de glucanos. Otra diana
importante es la membrana celular, donde se cree que las enzimas de biosintesis
de esteroles son afectadas, lo que eventualmente provoca la disminucion de
ergosterol [46]. La accion fungicida de los biocidas comerciales utilizados en la
industria se debe principalmente a sus grupos funcionales activos tales como
triazoles, tiocarbamatos, fendlicos y propionamidas. Hoy en dia, la industria del
cuero utiliza preferentemente biocidas quimicos conformados por dos amplias
familias quimicas que en general son menos téxicos y mas efectivos a
concentraciones muy bajas (10-'" M); entre los compuestos fendlicos se incluyen
PCMC (4-cloro-3 metil- fenol) y OPP (orto-fenil-fenol); y entre los compuestos
heterociclicos se incluyen TCMTB (2-tiocianometil-tio-benzotiazol), MBT (2-
mercaptobenzotiazol), OIT (n-octil-isotiazolinona), BMC (2-benzimidazol-ilmetil-
carbamato), dimetilditiocarbamato de potasio (KDDC) o 2,2-dibromo-3-
nitrilopropionamida (DBNP) [4, 11, 47].
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Una de las grandes desventajas de estos biocidas es que presentan cierta
toxicidad para los humanos y el medio ambiente. De hecho, los compuestos
organometalicos como acetato de fenil mercurio (PMA) y fenoles clorados como
pentaclorofenol (PCP) han sido ya eliminados debido a su toxicidad y pobre
biodegradabilidad [11]. Entre los nuevos fungicidas alternativos estan Ila
diyodometil-p-tolilsulfona (DIMTS) y el 3-yodo-2-propinil-N-butilcarbamato (IPBC).
Alternativamente se han descrito materiales el uso de nanoparticulas de plata [48]
0 compuestos bioactivos de origen natural, como extractos de plantas, aceites
esenciales, quitosano y sus derivados, sin embargo, en algunos casos su rango de
efectividad es limitado [20, 23, 24, 44]. Cabe aclarar que los diferentes biocidas no
tienen el mismo efecto en todas las especies de microorganismos y la resistencia a
factores bioldgicos puede aumentarse a través de tratamientos de acabado y

mantenimiento para cuero y productos de cuero.

Otro factor importante por considerar en la efectividad del control microbiano
por los biocidas es la posible inactividad de los ingredientes activos a causa de
reacciones con compuestos utilizados en el proceso de producciéon o condiciones
ambientales. Por ejemplo, el TCMTB puede ser absorbido por las grasas,
disminuyendo su dosis de accion frente a los microorganismos o también puede ser
degradado facilmente a MBT en condiciones alcalinas, altas temperaturas,
presencia de sulfuro y bisulfito o cuando se expone a la luz solar. Para evitar esto,
usualmente se aplican varias dosis de biocidas. Ademas, la captacion y distribucién
pueden ser desiguales e influir en el nivel de proteccion de las pieles dentro de un
lote o de lote a lote, por lo que es importante llevar a cabo el analisis de biocidas en
las pieles. En la Figura 2, se presenta las estructuras de biocidas comunmente
utilizados para prevenir el crecimiento de microorganismos en la industria local de

Leodn, Guanajuato.
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Figura 2. Estructuras quimicas de biocidas comiunmente utilizados en la
industria para prevenir el crecimiento de microorganismos en el cuero.
PPO (2,5-Difeniloxazol), PCMC (4-cloro-3 metilfenol), OPP (orto-fenil-fenol),
TCMTB (2-tiocianometil-tio-benzotiazol), OIT (n-octil-isotiazolinona), MBT (2-
mercaptobenzotiazol).

Algunos microorganismos pueden desarrollar resistencia a los microbicidas
como resultado de errores de aplicacion, como el uso de un biocida inapropiado o
una cantidad insuficiente de biocida de lo necesario. Por ello, es importante llevar la
identificacion de microorganismos que causa el biodeterioro y correlacionarlo con el
mejor biocida para su control. Como se menciond anteriormente, en este proyecto
se propone identificar a microorganismos aislados de muestras de piel “cuero azul”
proporcionadas por la industria de cuero local, por lo que se dara una breve
descripcion general de los métodos mas comunmente utilizados para la

identificacion de microorganismos.

1.4 Métodos de identificacion de microorganismos

La identificacidn microbiana permite el diagndstico clinico, la comprension de
su impacto en las actividades ambientales y las perspectivas en aplicaciones
biotecnolégicas [49]. En la industria del curtido es necesario conocer los tipos de
microorganismos presente en los materiales, asi como en los distintos procesos del

cuero, para poder llevar a cabo el control adecuado de ellos.
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Se entiende por identificacion de microorganismos al conjunto de técnicas y
procedimientos por los cuales se establece la identificacion de estos. La
identificacion se basa en la caracterizacion de las cepas, con el objetivo de
reconocer las similitudes fenotipicas y genotipicas, lo que permite la asignacion de
una cepa a una especie dada. Por lo tanto, la identificacion depende
necesariamente de una taxonomia establecida y una nomenclatura estable. La
taxonomia consta de tres partes principales: clasificacion (disposicion de los
organismos basado en la similitud), nomenclatura (denominacion de los
organismos) e identificacion (determinar si un organismo pertenece al grupo bajo el
cual se clasifica y nombra) [50]. Si bien todos los rangos taxondmicos (Dominio, filo
o division, clase, orden, familia, genero, especie) generan un marco sistematico para
comprender la relacion existente entre los microorganismos, la “especie”, asignada
a un “género”, en una combinacion binomial, que constituye la unidad basica de la
taxonomia microbiana que permite la identificacion de organismos que comparten
propiedades comunes [51, 52]. Por otra parte, para la clasificacion de cepas a nivel
de sub-especie, es necesario llevar a cabo la tipificacion de microorganismos
usando las propiedades diferenciales (fenotipo, morfotipo, serotipo, patotipo,
genotipo, etc.). Por lo que, adjuntar un nombre a una cepa microbiana contrae
suposiciones e implicaciones benéficas o patogénicas asociadas con ese

organismo en particular [50, 53].

Existen varios métodos para la clasificacion e identificacion de microrganismo
y comprende la valoracién de caracteristicas fenotipicas o genotipicas, lo que
permite la resolucion a diferente grado taxondmico. En la Figura 3, se presenta un
esquema general de los métodos fenotipicos y genotipicos comunmente utilizados
para la tipificacién de microorganismos con los alcances de resolucién esperados
para cada método. Con los métodos fenotipicos clasicos se inicia con la
caracterizacion por medio de la determinacion de la forma de la célula al
microscopio (coco, bacillus, etc.) o de la colonia en la placa, caracterizar los

componentes de la membrana celular (tincion Gram), determinar los perfiles de
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acidos grasos (FAMEs), antigenos en la superficie celular (serotipo), o llevar a cabo
pruebas bioquimicas (asimilacién de fuentes de carbono, ensayos enzimaticos,
etc.). En estas ultimas se han desarrollado kit y codigos para la terminacion de las
pruebas bioquimicas en baja escala, lo que permite llevar a cabo el perfil metabdlico
de manera automatizada (API, VITEK 2) y posterior identificacion semi automatica.
Cabe senalar que estas pruebas en general son complejas, requieren mucho tiempo
y trabajo, ademas de personal especializado para la interpretacion y solo capturan
algunos aspectos de las especies de los microorganismos, por lo que su
identificacion es poco precisa y generalmente solo son utiles como pruebas iniciales
de clasificacién. La principal desventaja en cuanto a la identificacion de estas
metodologias es que no todas las cepas de una misma especie presentan
caracteristicas homogéneas, sin embargo, tiene una ventaja, ya que esto puede

servir para diferenciar a nivel de subespecies, por lo cual siguen estando vigentes.

Recientemente en los métodos fenotipicos se ha incluido el analisis de
microorganismos por espectroscopia Raman en el cual se detecta la composicion
celular completa o por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) que analiza el
perfil completo de las proteinas mayoritarias. Esta técnica en conjunto con el uso de
métodos quimiométricos ayudan a identificacién y clasificacion taxonémica de
manera facil, rapida y confiable. En este estudio, se utilizara la técnica
MALDI-TOF MS para la identificacién de microorganismos, por lo que se describira

los alcances y limitaciones mas adelante.
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‘g | Tipificacion de Secuencia de ADN multi-locus (MLST) =
"g Andlisis de secuencias de genes multi-locus de Gestién int. (MLSA)
< | Analisis de restriccion de ADNribosomal Amplificado (ARDRA) '
3 Andlisis de secuencias de genes de ARNribosomal (SSU, LSU)
Hibridacién genémica ADN-ADN (DDH) . .
Porcentaje molar de G+C en ADN gendmico
Analisis de secuencia de genoma completo

Figura 3. Esquema general de los métodos comunmente utilizados para la
tipificacion microbiana, con estimaciones de los niveles de resolucion
esperados para cada método. Las barras horizontales indican el nivel de
resolucién cubierto por la metodologia. MALDI-TOF MS puede diferenciar los
microorganismos en los niveles de especies o subespecies (tomado de [53]).

Por otra parte, la identificacién y clasificacion por técnicas moleculares se basa en
al analisis del genotipo y presentan diferente grado de complejidad tanto para la
ejecucion como para la interpretacion. Una ventaja importante con respecto a los
métodos fenotipicos es que las condiciones de incubacion o el medio de cultivo no
son factores determinantes para la identificacion. Los métodos mas simples y
utilizados consisten en amplificacion genémica y secuenciacion de los genes o
fragmentos de ellos, siendo el estandar de “oro” para la identificacion de
microorganismos la secuenciacion de genes ribosomales o bien el analisis de
secuencias de ADN multilocus (MLSA). En general la identificacion de un organismo
se inicia con la secuenciacion parcial de genes que codifican proteinas funciones
conservadas por ejemplo de genes ribosomales 16S (bacterias) o de regiones
intergénicas (ITS, para hongos), los cuales contienen regiones altamente
conservadas, variables e hipervariables. Otros genes ribosomales también

utilizados son rpoA, rpoB, rpoC, rpoD, genes involucrados en mecanismos de

16



reparacion de ADN como recA y recN, entre otros especificos para una especie de

microorganismos dada [50, 54].

La gran cantidad de secuencias de diferentes organismos depositadas en la
base de datos, permiten llevar el analisis de manera sencilla y confiable. En el
esquema MLSA se identifican secuencias de nucledtidos internas de
aproximadamente 400 a 500 pb en multiples genes. Las secuencias unicas (alelos)
se asignan como un numero entero aleatorio y una combinacion unica de alelos en
cada locus. Esto se designa como un "perfil alélico" que especifica el tipo de
secuencia. Sin embargo, esta técnica también tiene sus desventajas, ya la
resolucién a nivel de especie de los genes 16S rRNA puede ser baja, ademas de
que es necesario llevar algunos pasos previos como extraccion de ADN,
amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de la region o del(los)
gen(es) de interés, purificacion del producto de amplificacion y finalmente enviarlo

a secuenciar, impactando en el tiempo y costo para la obtencion de resultados.

1.4.1 Identificacion de microorganismo por MALDI-TOF MS y uso del

sistema Biotyper™

El uso de espectrometria de masas para caracterizar bacterias comenzé
desde 1975, los primeros resultados fueron obtenidos mediante espectrometria de
masas mediante pirolisis de los productos de fosfolipidos y ubiquinonas [55]. Sin
embargo, el punto clave para su utilizacién en analisis de rutina en la identificacion
fue la introduccion al analisis de perfiles de proteinas tomadas directamente de
células intactas mediante MALDI-TOF MS [14, 56, 57].

En los ultimos afos, MALDI-TOF MS ha revolucionado en la identificacion de
microorganismos consolidandose como un método rapido, selectivo, sensible y de
bajo costo en la identificacion y clasificacién taxondmica de bacterias, levaduras y
hongos, principalmente de ambito clinico [17, 58-64]. Su éxito radica principalmente
en que se puede llevar a cabo la identificacion directamente en células intactas o en

extractos crudos de manera muy simple, mediante la obtencion del perfil de las
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proteinas mas abundantes (ribosomales). Como este perfil es unico para cada
organismo, se puede considerar como su “huella digital” y lograr con ello la
identificacion a nivel de género y especie [58]. El protocolo en general consiste en
tomar la muestra y mezclarla con una matriz hasta su cristalizacion para
posteriormente colocarla en una placa metalica, la cual se introduce al equipo a alto
vacio, en donde con la ayuda del Iaser, se obtiene la desorcidn de las moléculas en
fase gaseosa. Estos iones son acelerados y transferidos a un analizador (tiempo de
vuelo, TOF), donde son separados y posteriormente detectados en base a su
relacion masa-carga (m/z). Dado que es una técnica de ionizacion suave, los
espectros de masas contienen principalmente iones de moléculas no fragmentadas,
adquiridos generalmente en el rango de 2 — 20 KDa en condiciones de alta
resolucién y con pocas interferencias de matriz por parte de la muestra. Los
espectros de masas generados son analizados mediante el uso de Software

especializado que lleva a cabo la comparaciéon de los espectros de masas [65].

Una de las herramientas disponibles en nuestro laboratorio para la
identificacion de microorganismos es el espectrometro de masas MALDI-TOF MS
modelo Autoflex Speed (Bruker Daltonics) en conjunto con el paquete de Software
Biotyper™ Compass 4.1 y la base de datos BDAL versiéon 3.3.1.0. En cuanto a los
criterios de interpretacion, el Biotyper™ evalla la concordancia entre espectro
experimental y el espectro de bases de datos tomando en cuenta tres factores: los
valores de m/z, intensidades de las sefiales y frecuencia de estas; Usando un
algoritmo calcula la probabilidad de que estos espectros pertenezcan al mismo
organismo. El resultado se reporta en unidades arbitrarias en escala logaritmica (log
score) con valores en intervalos de 0 — 3 [66]. Tipicamente, los valores =2.0
permiten la asignacion probablemente a nivel de especie, los valores entre 1.7y 2.0
se consideran suficientes para identificacion a nivel de género, mientras que los
valores <1.7 no permiten una asignacioén confiable. Otro criterio de consistencia en
identificacion se expresa en letras A, B, y C, donde A corresponde a confiabilidad a
nivel de especie, B a nivel de género y C indica falta de confiabilidad [67, 68]. Las

etapas de analisis se presentan esquematicamente en la Figura 4.
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Figura 4. Etapas de identificacion de microorganismos por MALDI-TOFMS
con BiotypermI [69].

La identificacion precisa depende de dos factores: calidad de espectro
adecuada y concordancias con las referencias de la base de datos [69]. El primer
punto, esta relacionado con el método de preparacion de muestra, un area en
desarrollo metodoldgico actualmente importante, sobre todo con organismos que
contienen pared celular como hongos filamentosos. Mientras que para el segundo
punto es importante sefalar que las bases de datos son aun limitadas en el numero
de espectros de masas, y constituidas principalmente por muestra de importancia
clinico y alimentaria. Por lo que, para la identificacién de microrganismo en muestras
ambientales, generalmente es necesario llevar a cabo la ampliaciéon de las bases
de datos por los usuarios, mediante la creacién de espectros principales y validados
por métodos de identificacidon molecular. En particular, nosotros contamos con una
libreria que contienen aproximadamente 6500 espectros de referencia (MBT-BDAL-
5989 MSP Library suplementado con Filamentous Fungi Library v1.0), de los cuales
5900 corresponde principalmente a bacterias de origen clinico.
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En nuestra experiencia, cuando hemos llevado a cabo la identificacion de
microorganismos aislados de muestras ambientales utilizando el sistema MALDI
Biotyper™ hemos tenido resultados ambiguos. Por ejemplo, hemos logrado gran
porcentaje en identificacion para bacterias (aproximadamente del 60-90 %,
dependiendo del origen), sin embargo, para el caso de hongos filamentosos
aislados el porcentaje de identificacion ha sido muy bajo (menos de 10 %). Una
ventaja que presenta el sistema a utilizar es que el software permite la creacién de
base de datos “locales” mediante la generacion de espectros principales e
identificacion complementaria de los microorganismos [63, 70-72]. Adicionalmente,
esta técnica permite la deteccion de posibles proteinas implicadas en resistencia
bacteriana y en la deteccidén de factores de patogenicidad, siendo una importante

ventaja en la caracterizacion [73] .

Por todo lo anterior, en este proyecto se pretende llevar a cabo la
identificacion de aislados microbianos procedentes de diversas fuentes ambientales
por el sistema MALDI Biotyper™ mediante el disefio e implementacién de una base

de datos complementaria a la proporcionada por el proveedor (Bruker, Daltonics).
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2. JUSTIFICACION

En este proyecto se propone aislar e identificar la diversidad microbiana
endémicas de muestras de pieles bovinas (cuero azul) procedentes de la industria
de curtiduria mediante espectrometria de masas por medio de la técnica MALDI-
TOF MS.

La identificacion en primer lugar se pretende realizar utilizando la base de
datos proporcionada por el proveedor (Bruker Daltonics). Para los aislados que no
fueran identificados con dicha base de datos, se propone generar una base de datos
local con perfil proteinico de los espectros de masas generados por MALDI-TOF
MS.

La implementacion de MALDI-TOF MS como una herramienta de analisis (ya
sea con la libreria proporcionada por el proveedor o por la desarrollada
complementariamente en este proyecto), permitira caracterizar la diversidad
microbiana endémicas de pieles bovinas tratadas con antibiéticos procedentes de
la industria de curtiduria con minimo tratamiento y de manera rapida, sensible,

selectiva y de bajo costo.
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3. HIPOTESIS

El desarrollo y la aplicacion de procedimientos analiticos para la identificacion
de microorganismos por espectrometria de masas, permitira la identificacion de
bacterias y hongos presentes en las muestras de las pieles bovinas (cuero azul)
procedentes de tenerias de la regidon de una manera sencilla, eficaz, rapida y

economica.

La identificacion de los microorganismos permitira contribuira al mejor
entendimiento sobre la diversidad microbiana endémica que afectan a la industria
de la curtiduria y sugerir la utilizacion especifica de biocidas particulares con base

en los microorganismos encontrados.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Caracterizar la diversidad microbiana endémicas de pieles bovinas tratadas con
antibioticos y procedentes de la industria de la curtiduria, mediante el desarrollo y
aplicacién de procedimientos analiticos de espectrometria de masas (MALDI-TOF
MS).

4.2 Especificos

e Evaluar el tipo y concentracion de biocidas en muestras liquidas comerciales
y muestras de pieles bovinas “cuero azul” obtenidas de diferentes tenerias
de la region.

¢ Aislar microorganismos de muestras de pieles bovinas “cuero azul” obtenidas
de diferentes tenerias de la region

e Caracterizar por MALDI-Biotyper™ los aislados obtenidos por medio de:

o ldentificar con el uso de la base de datos incluida en el software MBT
Compass Explorer 4.1

o Crear los espectros principales de los aislados no identificados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestras

e Seis muestras de pieles “cuero azul” con notable signos de biodeterioro
fueron proporcionadas amablemente por empresa de la region Productos

Curtientes

5.2 Reactivos

5.2.1. Medios de cultivo para el aislamiento, crecimiento y preservacion

de microorganismos

e Agar Papa Dextrosa (Difco/BD Bioxon)
e Medio Luria-Bertani

o Peptona biotriptasa (BD Bioxon)

o Extracto de levadura (BD Bioxon)

o Cloruro de Sodio (Karal)

o Agar Bacterioldgico(cuando es solido) (BD Bioxon)
e Medio liquido Dextrosa Sabouraud (BD Bioxon)
e Caldo Papa Dextrosa (natural)
o Infusién de 200 g de papa
o Dextrosa (20g)
Glicerol 30%(v/v) (MALLINCKROOT)

5.2.2. Reactivos y material para determinaciones analiticas.

e Para extraccion de proteinas y determinaciéon por MALDI-TOF MS
o Tubos de 2mL con perlas de zirconio (0.5 y 1.0 mm).
o Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF).
o Etanol al 70 %.
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o Acetonitrilo (MeCN).

o Acido formico.

o Matriz: acido a-Ciano-4-hidroxicinamico (HCCA).

o Estandar de calibracion BTS (extracto proteico de Escherichia coli a

DH5 y proteinas adicionales).

o Placa de acero pulido de 386 pocillos.

e Determinacion de Biocidas en muestras liquidas comerciales y pieles

o Los estandares auténticos fueron adquiridos de sigma aldrich [ PCMF,
OPP, TCMTB, y OIT; y dos estandares internos (ISTD): 2-BPB y PPO].
o Biocidas comerciales: T33, M3, M1C21, ECOSOF y Preventol.

o Acetonitrilo (MeCN).

o Acido formico.

5.3. Equipo de laboratorio

5.3.1. Equipo utilizado en el procesamiento de muestras o preparacion de

los reactivos

e Autoclave

e Balanza analitica

e Centrifuga

e Homogeneizador

e Incubadora

e Micropipetas

e Potenciometro

e Purificador de Agua MilliQ
e Secador de Muestras

e \ortex

modelo 50x, All American)

modelo CX220, Citizen)

modelo 236HK, HermLet Labortechnick)
modelo D1030, Bead Bug)

modelo 211Labnet)

modelo 320p, Agilent Technologies)

modelo Water PRO-PS, Labconco)

(
(
(
(
(
(modelo Eppenddor, Labnet)
(
(
(modelo Speed Vac 5310, Eppenddor)
(

modelo Genie 2)
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5.3.2. Instrumentacion analitica

e Cromatografo de liquido de alta resolucion modelo Agilent Technologies
series 1200 equipado con automuestreador, detector espectrofotométrico de
arreglo de diodos y fluorimétrico.

o Espectrémetro de Masas: MALDI-TOF MS modelo Autoflex Speed (Bruker

Daltonics).

5.4. Programas para analisis de datos

¢ Microsoft Office Professional Plus 2016. (versién 16.0.4)
e MBT Compass Explorer. (Bruker Daltonics) (version 4.1)

e FlexAnalysis. (Bruker Daltonics) (version 3.4)

e Flex Control (Bruker Daltonics) (version 3.4)

e ChemStration (Agilent Technologies) (version 4.0.3)

e Biotyper™ Reference database BDAL (Bruker Daltonics)  (version 3.3.1.0)
e Filamentous Fungi Library (Bruker Daltonics). (version 1.0)
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5.5. Parte experimental

5.5.1. Evaluacion del aspecto fisico de las pieles

Las muestras de pieles “cuero azul” fueron nombradas con las letras del
alfabeto siendo de la A hasta la F registrandose caracteristicas como color, textura,
maleabilidad, manchas (aspecto y color) o dafos visibles para cada una de las

muestras.

5.5.2. Preparacién de soluciones estandares de biocidas

Los tipicos biocidas utilizados en la industria de la curtiduria regional son:
PCMC, OPP, TCMTB y OIT. En este trabajo se lleva a cabo la determinacion
biocidas en las muestras liquidas comerciales de los biocidas de acuerdo a la
metodologia reportada Font y col., [74] con algunas modificaciones realizadas en el
grupo de trabajo (manuscrito en preparacion). Para ello, se prepararon de una
mezcla estandares auténticos a 6 yg mL™" diluido en MeCN: PCMC, OPP, TCMTB
y OIT y se analizaron por medio del HPLC con las condiciones descritas en la Tabla
1. La fase movil fue una mezcla de (A) MeCN, (B) agua y (C) solucién de acido
férmico al 0.1 % pH 3.5 ajustado con trietilamina. El flujo de la fase movil fue 0.6 mL
min-!. La composicidn de la fase movil fue: inicio (0.0 min) A:B:C; 30:60:10, gradiente
a los 10.0 minutos con A:B:C; 90:0:10, a 10.2 min se regreso a las condiciones
iniciales y el tiempo de total de la corrida cromatografia fue de 10.5 min. La deteccién
espectrofotométrica se efectudé a 287 nm (PCMF, ISTD:2-BPB, OPP, TCMTB y OIT)
y a 320 nm (MBT y ISTD: PPO).
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Tabla 1. Condiciones utilizadas para el analisis de biocidas
mediante HPLC

Parametros Condicion
Columna Hypersil-Keystone 150x3 mm
Tamano de particula 3 um
Temperatura de Columna 40°C
Fase movil MeCN + H20 + Acido férmico al 0.1% pH 3.5
Flujo de fase movil 0.6 mL min™
Volumen de inyeccion 0.5ul
Presién 180 - 90 Bar
Longitud de onda 287 y 320 nm
Tiempo de corrida 10.5 minutos

5.5.3. Determinacién de concentracién de PCMC, OPP, TCMTB y OIT

en muestras comerciales de biocidas

Se prepardé en un tubo falcén una mezcla de MeCN con agua en una
proporcion 1:1, en un tubo de 2mL se afiadié 100 uL del biocida (Ecosoft) y 900uL
de solucién de MeCN al 50 %, mezclando en vortex por 1 minuto, después de esta
dilucion del biocida se tomaron 20uL y se depositaron en otro tubo de 2mL limpio,
agregando a este mismo tubo 980uL de la mezcla MeCN al 50%. Se realizé el
mismo procedimiento para cada una de las muestras de biocidas (M1C21, M3, T3
y Preventol). Por ultimo, se procedié a analizar mediante HPLC-DAD cada uno de

los biocidas diluido 500 veces.

5.5.4. Determinacion de la concentracion de biocidas en las muestras

de pieles

Se peso6 1g de muestra (pieles) en un tubo de 50mL y se afadié 1mL de una
solucion que contenia los dos ISTD: 2-BPB PPO preparados cada uno a 200 ug mL-
" en MeCN y se afor6 a 20mL con MeCN incubando por 24 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se mezclé 500uL del extracto obtenido con el mismo
volumen de agua desionizada (concentracion final de cada ISTD fue 5 ug mL") y la
muestra fue centrifugada a 10000 x g durante 10 minutos. Se recolect6é el
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sobrenadante y se introdujeron 5 yL al cromatografo liquido de alta resolucion
(HPLC-DAD) para su analisis.

5.6. Aislamiento de microorganismos en pieles “cuero azul”

De cada una de las seis muestras de piel “cuero azul” se cort6 con tijeras y
pinzas estériles un trozo de aproximadamente de dos gramos, el cual fue
seleccionado de las zonas con mayor deteriord. La muestra fue colocada en un tubo
falcon con 20mL de solucion salina al 0.9% estéril, y se dejo reposar por una hora,
después de la espera, se agito cada muestra con vértex por un minuto
aproximadamente. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas de 10" a 10 en
tubos Eppendorf rotulandolos con la letra correspondiente a la muestra y la dilucion
a cada tubo. Se inoculo en medio sdlido, esparciendo con un asa de drigalsk un
volumen aproximado de 200 pL en cajas Petri de 90 mm x 100 mm con medio LB o
medio PDA. Las placas fueron incubadas a 37°C y 28 °C hasta la aparicién de
colonias. De las placas con los medios LB y PDA se obtuvieron bacterias y hongos

filamentosos, respectivamente.

De las diferentes colonias bacterianas obtenidas en medio LB, fueron re
aisladas en placas nuevas repitiendo el procedimiento hasta obtener cultivos
axénico. Una vez obtenidas los cultivos axénico para cada aislado, este fue
conservado en glicerol al 30 % y almacenado a -20°C. De la misma manera, las
colonias de hongo cultivadas en medio PDA se resembraron por estriado a 28°C en
cajas individuales por un tiempo de cinco dias, repitiendo el procedimiento varias
veces hasta obtener cultivos monospdricos y almacenados a -20 °C en glicerol al
30 %.

5.6.1. Obtencion de esporas

La obtencién de esporas frescas de los hongos se realizé de la siguiente
manera. En la caja de Petri que contenia microorganismos ya aislados y esporas
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visibles (7 dias de incubacion a 28 °C), se agregd 20mL de agua destilada estéril y
con la ayuda de una asa de drigalski se hizo un raspado en la superficie, la mezcla
restante se deposité en un tubo falcén de 50mL estéril usando un embudo cénico
con una tela “magiltel® ambas estéril para posteriormente centrifugar a 2 000 x g
por 5 minutos, eliminado el sobrenadante y agregando un volumen de 15mL de agua
destilada estéril para hacer un lavado, y volver a centrifugar repitiendo el
procedimiento tres veces, en el ultimo centrifugado se elimind el sobrenadante
dejando la pastilla la cual se re-suspendié con 3mL.de glicerol. Se conté el numero

de esporas en una camara de Neubauer.

5.6.2. Caracterizacién morfoldgica de los microorganismos

Para la caracterizacion se deposité 5 UL esporas en el centro de una caja de
Petri de 9 x 11 mm con medio PDA y se dejo crecer durante cinco dias a 28°C hasta
observar crecimiento de colonia, tomando en cuenta las caracteristicas como

tamano, aspecto, textura y color de ambas caras y produccion de pigmento.[75].

5.7. Crecimiento de microorganismos en medio liquido para la identificacion
por MALDI-TOF

5.7.1. Cultivo de aislados bacterianos y extraccion de proteinas

Dependiendo de la bacteria, la identificacion por MALDI-TOF se llevé a cabo
directamente en medio solido o mediante extraccion de proteinas del cultivo en
medio liquido. Para el caso del medio sdlido, la muestra fue tomada de una placa
LB de un cultivo maximo de 24 h y depositada directamente en la placa de MALDI.
Alternativamente, las bacterias se crecieron previamente en una caja de Petri con
agar LB agregando 2 uL de muestra y dejando incubar a 37 ° C por 24 h.
Posteriormente se hicieron crecer en tubos de ensaye de 13 mm con 2 mL del
mismo medio y tomando una asada de colonia con un palillo de dientes estéril y
depositandolo en el tubo con el medio, dejando incubar a 37 ° C a 160 x g por 24
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horas. Posteriormente, se tomé una alicuota de 800 pL y se centrifugo a 10000 x g
por un min, desechando el sobrenadante y haciendo tres lavados de la pastilla con

agua destilada.

La extracciéon de proteinas se realizé de acuerdo al protocolo proporcionado
por el fabricante [76]. En el tubo que contenia la pastilla obtenida de las bacterias
se le dio un lavado con 800 pL de etanol al 70 %, mezclandolo por vortex durante
un min, centrifugando a 10000 x g durante un minuto Se repitio el lavado dos veces
mas y dejo secar la pastilla totalmente. Después se agrego de 40 a 80 pL de acido
férmico al 70% (segun el tamafio de la pastilla), se agito por vortex durante un
minuto. Por ultimo, se agregé el mismo volumen de MeCN mezclado con PMSF
2mM agitandolo por un minuto con vortex después se centrifugo a 10 000 x g
durante un minuto. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo antes de su
analisis por MALDI-TOF MS.

5.7.2. Cultivo de aislados fungicos y extraccion de proteinas

En el caso de los hongos filamentosos, inicialmente se siguié el protocolo
propuesto por el fabricante, cultivando los hongos en medio PD de 24-48 h y
siguiendo el protocolo de extraccion similar al de las bacterias. Posteriormente se
estandarizaron las condiciones de cultivo y extraccion. Para ello, los aislados se
hicieron crecer en matraces de 50 mL con 10 mL de medio liquido Dextrosa
Sabouraud (o PD) inoculando en ellos un volumen de 80 yL de muestra y dejando
incubar a 150 x g en un tiempo no mayor a 24 horas. Después de 24 horas, la
biomasa obtenida se filtr6 en un embudo con papel filtro y se lavé con abundante
agua destilada para posteriormente recolectar el micelio obtenido en un tubo
eppendorf. Del micelio obtenido, se tomd de 50 a 250 mg depositandolo en otro tubo
eppendorf dando un lavado con 800 pL de etanol al 70 %, mezclandolo por vortex
durante un minuto, centrifugando a 10 000 x g durante un minuto. Se repitio el lavado
dos veces mas y dejando secar totalmente. Después se agregd de 40 a 100 uL de
acido férmico al 70%, agitando por vértex durante un minuto, por ultimo, se agrego

el mismo volumen de MeCN mezclado con PMSF 2 mM agitandolo por un minuto
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con vortex. Posteriormente, 1 yL de sobrenadante fue depositado en la placa de
acero pulido para su analisis por MALDI-TOF MS. Para algunos hongos, se llevé a
cabo el cultivo en PD y se realizé un rompimiento con perlas de zirconio antes de

llevar acabo la extraccion.

5.8. Identificacion de microorganismos por MALDI-TOF MS BIOTYPER™

Antes de iniciar cualquier procedimiento de identificacién, lo primero que se
realizd fue la calibracion con BTS. Para ello, se tom6 1 uL del calibrante (BTS)
colocandolo en un pocillo de la placa para MALDI-TOF MS dejando secar,
posteriormente, se colocé 1 pL de la matriz (HCCA) sobre el calibrante y se dejé
secar en la placa. Se hizo lo mismo para las muestras extraidas en los pasos 5.7.1.
y 5.7.2. La placa fue introducida al equipo MALDI-TOF MS para su analisis.
Entonces, el equipo fue calibrando con el estandar de test bacteriano (BTS) con los

rangos descritos en la Tabla 2 [77].

Tabla 2. Valores de rango de masas del calibrante obtenidos contra
rango de masas de referencia

Proteina Referencia (Da) Rango * 300ppm (Da)
RL29 [M+2H]2+ 3637.8 3636.7 — 3638.8
RS32 [M+H] + 5096.8 5095.3 — 5098.3
RS34 [M+H] + 5381.4 5379.8 — 5383.0
RS33meth [M+H] + 6255.4 6253.5 - 6257.3
RL29 [M+H]+ 7274.5 7272.3-7276.7
RS19 [M+H]+ 10300.1 10297.0 — 10303.2
RNAse A [M+H] + 13683.2 13679.1 — 13687.3
Myoglobina [M+H] + 16952.3 16947.2 — 16957.4

Los espectros obtenidos fueron analizados por el software MALDI-TOF MS
Biotyper™ Compass 4.1, que cuenta con la base datos Biotyper™ Reference
database BDAL (version 3.3.1.0) de Bruker Daltonics. Para los microorganismos no

identificados; se procedié a crear una base de datos con los espectros de masas.
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5.9. Creacion de base de datos

5.9.1. obtencidén de espectros de masas

Previo a la creacion de espectros, se procedio a hacer los pasos descritos en
el punto 5.7.2. Apoyandonos del software Flexcontrol, FlexAnalysis y Compass
Explorer para la creacion de la biblioteca, Se colocé de cada muestra un volumen
de 1 yL sobre12 pocillos en la placa para MALDI-TOF MS dejando secar, después
se agrego 1 uL de HCCA sobre cada muestra dejando secar, se realizaron los pasos
anteriores, pero solo colocando en un solo pocillo el calibrante (BTS) y
posteriormente se paso la placa a leer en el equipo MALDI-TOF MS usando el
programa Flexcontrol. Dentro del programa se programa una metodologia con los

parametros descritos en la tabla 3

Tabla 3. parametros usados en el equipo MALDI-TOF MS

Rango de masa 2000 - 20000 Da
Fuente de ion 1 19.59 kV
Fuente de ion 2 18.31 kV
Lente 6.65 Kv
Potencia del laser 35al45 %
Tolerancia maxima 300 ppm

El primer paso realizado fue calibrar el equipo con el estandar bacteriano
(BTS), una vez aceptada la calibracion; se procedié a hacer la lectura de las
muestras; para esto se realizd la lectura de los 12 pocillos de cada muestra por
triplicado para obtener 36 lecturas. La creacion de la libreria se realiza en el
programa FlexAnalisys (3.4 Bruker Daltonic). Para ello, se selecciona la
metodologia (MBT) y se procede a realizar la calibracion interna con el espectro de

masas del BTS.

Una vez calibrado el método se procedi6 a cagar los 36 espectros de masas
de cada muestra, aplicando a ellos una sustraccion de linea base (Algoritmo

“‘Median”) y un “suavizado” (algoritmo Savitzky-Golay) para obtener una mejor
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apariencia de los espectros. Descartando aquellos que tuvieran un pico con rango
de masas diferente a un grupo caracteristico de espectros de masas (Figura 5), o

aquello que fueran planos, nulos o con baja intensidad (Figura 6).

Por ultimo, se hizo un calculo de error de masas tomando como referencia el
valor que mas se repitiera entre los picos de un espectro; a este se le aplicd una
diferencia de £ 300ppm y todo aquel pico que saliera de este rango; fue descartado.
Con los espectros restantes de cada muestra se procedié a crear el espectro

principal de cada muestra usando el programa MBT Compass Explorer.

Para crearlos, se permitié un error maximo de masa por espectro de 2,000,
error de masa deseado por cada MSP de 200, una frecuencia minima de picos

deseados (%) de 20 y el maximo numero de picos deseados por menos fue de 20

[78]
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Figura 5. Ejemplo de espectro de masas con diferentes rangos de masas.
Se aprecia en la grafica un espectro de masas de color verde (3371.36 m/z) el
cual difiere notoriamente a los espectros que estan entre el rango de 3365 y
3667 m/z.
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Figura 6. Ejemplo de espectro de masas con baja intensidad. en el grafico
se aprecia un espectro el cual tiene una intensidad muy baja de color verde

olivo (menor a 500 a.u.) en un rango de masa de 6150 m/z.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciono6 en la introduccién, una de las principales actividades
economicas de la region del bajio es la industria de la Curtiduria, la cual se encarga
de la obtencion y tratamiento de cueros para la posterior produccion de todo tipo de
articulos fabricados con dicho material. La calidad y produccion del cuero puede
verse disminuida por el biodeterioro causado por las actividades microbianas. Por
lo que es necesario llevar un control adecuado para prevenir el crecimiento
microbiano médiate el uso de biocidas en el proceso de fabricacién. Sin embargo,
ciertas bacterias y/o hongos pueden llegar a desarrollar resistencia a dichos
compuestos y crecer en los cueros tratados con biocidas. La identificacion de
microorganismos resistentes podria contribuir a evaluar la mejor estrategia para el

control de crecimiento con el uso de biocidas especificos.

El proyecto tiene como objetivo principal la identificacion de microorganismos
aislados de muestras de piel “cuero azul” con diferentes signos de biodeterioro
obtenidas de diferentes tenerias de la regién. Inicialmente, para conocer el tipo y
concentracion de biocida presente en las muestras de “cuero azul” de donde se
aislaron los microorganismos, se realizé la de determinacion por HPLC-DAD de los
tipicos los biocidas utilizado en la industria local (TCMTB, MBT, OIT, PCMC y OPP).
Adicionalmente, se llevd a cabo la determinacion de los biocidas en muestras
liquidas de presentaciones comerciales que son utilizados por la industria local para
tratar los cueros. Los bacterias y hongos aislados fueron identificados inicialmente
por MALDI-Biotyper™ utilizando las entradas de la base de datos. Para los
organismos que no fueron identificados se crearon los espectros principales y

caracterizaron fenotipicamente.

A continuacién, se describen los resultados obtenidos de acuerdo con los
objetivos planteados iniciando con la evaluacion del aspecto fisico de las pieles y la

determinacion de la concentracion de biocidas en las pieles.
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6.1. Analisis de pieles “cuero azul”

Las bacterias, levaduras y los hongos filamentosos segregan enzimas
capaces de degradar macromoléculas como proteinas, grasas y carbohidratos de
las pieles y servir como nutriente. Las manchas, problemas con el tefiido y las
irregularidades de acabado de las pieles son el resultado principalmente por
actividades microbianas. El primer signo de esto es el mal olor, mas tarde en el
deslizamiento del cabello, debido al ataque bacteriano del foliculo piloso. La
putrefaccion causada principalmente por las bacterias al inicio del proceso de
curtido puede provocar una pérdida considerable de sustancia, grano suelto y
agujeros. Mientras el biodeterioro causado por el ataque de hongos se hace visible
como manchas de varios tamafos en tonos-rojizo, verde, amarillo-marrén, marron

oscuro, gris, y marron-verde, etc.

Los biocidas adecuados presentan propiedades quimicas y fisicas que les
permiten penetrar al cuero y resistir la lixiviacion en los procesos de lavado
posteriores, para que el principio activo siempre se encuentre disponible y eficaz
sobre la superficie del cuero. La eleccion del tipo de biocida adecuado en el
tratamiento de pieles esta influenciada por una serie de factores fisicoquimicos. Por
ejemplo, algunos son absorbidos rapidamente al contacto con la piel (hidréfobos).
Por otra parte, la captacion y distribucion puede ser desigual e influir en el nivel de

proteccion de las pieles dentro de un lote.

Es importante considerar que generalmente estos compuestos se aplican a
concentraciones muy bajas (menos de 0.2 %), por lo que la interaccion con otros
compuestos puede causar la inactivacion de los ingredientes activos. El tiempo de
aplicacién es un factor muy importante que mejora la penetracién del fungicida en
el cuero, por lo que la aplicacién de los microbicidas en varias dosis e incluso
combinando dos o0 mas biocidas; puede extender el efecto contra las diferentes
especies de hongos. Por lo que regularmente se aplican junto con el TCMTB otros

compuestos heterociclicos como OIT. Por lo general, esos biocidas se agregan al
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inicio de curtido en una cantidad que va desde la mitad a dos tercios y el resto se
agrega antes del final del proceso de curtido. Segun algunos reportes, OIT y TCMTB
son mas efectivos cuando se afladen al inicio del proceso, mientras que para PCMC

y OPP el tiempo de aplicaciéon es después de agregar el agente de alcalinizacion.

En este trabajo, se obtuvieron 6 muestras de pieles “cuero azul’
proporcionadas amablemente por la empresa “Productos curtientes” para llevar a
cabo el aislamiento de microorganismos. Adicionalmente, se les realizé el analisis
de contenido de biocidas por HPLC-DAD. Antes de ello, se inici6 con la
caracterizacion fisica de las muestras de cueros las cuales fueron nombras de la
letra “A” hasta “F” y se describieron las caracteristicas fisicas como color, textura,
presencia de manchas, aspecto de ellas (Figura 7, Tabla 4). Todas las muestras
presentaban el color azul caracteristico del tratamiento con sales de cromo; las
muestras A, B, C y E eran suaves y maleables, mientras que las muestras “D” y “F”
presentaron un aspecto “viejo”, rigidas, asperas y deterioradas. Todas las muestras
presentaban manchas puntuales de color blanco, verde, café y/o rojizo con
diferentes tonalidades. La presencia de las manchas de diferente color sugiere la

presencia de microorganismos.

-
-
Figura 7. Apariencia de las distintas muestras de piel “cuero azul”

analizadas. Las muestras fueron proporcionadas amablemente por la empresa
“Productos Curtientes”, fueron nombradas de la A hasta la F.
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Tabla 4. Descripcion del aspecto fisico de las muestras de piel “cuero azul”
evaluadas y lista general de bacterias y hongos aislados

Piel Aspecto fisico de las muestras de Microorganismos aislados
pieles Bacterias Hongos
A Maleable, suave, con muchas [nanchas A1A, A2W A1, A2
verdes obscuras y café
B Maleable, suave, con pocas manchas BB, BC, BIA B22, B23
verdes y café
Maleable, muy suave, con pequefas C1B, C11, C21, C221,
C ; CIA, CIC
manchas verdes, café y blancas Cc23
Poco maleables, de aspecto viejo, con D111, D121, D121A,
D muchas maﬁchas Cr;fé verdjeé DA, DIA, D2B D12, D213 D221,
’ D222, D224
Algo maleable, ligeramente suave, con E1A, E1B, E1C,
E I E1, E2
manchas café rojizas y verde E12.1
E Duro, de aspecto viejo, con manchas FA, FB, FC, FD, F11, F131, F132, F21,
verde obscuro y café F1B, F2B F21A, F22, F241

Una vez llevado el registr6 de las caracteristicas fisicas de las piles se
procedié por un lado a llevar a cabo el aislamiento de microorganismos como se
describio en la parte de materiales y métodos (seccion 5.6). En todas las muestras
de cuero se obtuvieron aislados tanto de bacterias y hongos filamentosos, y solo
una levadura (muestra de piel C). El numero de los aislados obtenidos para las
diferentes muestras fueron: para la muestra “A” dos bacterias y dos hongos, muestra
“B” tres bacterias y dos hongos, muestra “C” dos bacterias y cinco hongos; muestra
“‘D” tres bacterias y ocho hongos; muestra “E “cuatro bacterias y dos hongos;
muestra “F” cinco bacterias y seis hongos. Es importante sehalar que algunos de
los aislados obtenidos de las diferentes pieles, presentaban caracteristicas
fenotipicas similares. El criterio de seleccion para los aislados fue que, entre la
misma muestra de piel, cada aislado presentara caracteristicas fenotipicas
diferente. En total, se aislaron 20 cepas de bacterias y 26 cepas hongos. Como se
puede apreciar en la Figura 7 y en la Tabla 4, las muestras D y F, ademas de
presentar un aspecto fisico mas deteriorado presenta mayor diversidad de

microorganismos.

Debido a la diferencia en el nimero de aislado en cada una de las muestras

de piel y con la finalidad de saber el tipo y concentracion de biocida utilizado para el
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tratamiento de dichas pieles, procedimos a realizar la determinacién de biocidas

comunmente utilizados en la industria por HPLC-DAD.

6.2 Analisis de biocidas utilizados en la industria de la curtiduria

De acuerdo con la informacion proporcionada por la empresa de la region
“Productos curtientes”, los principales biocidas actualmente utilizados en el proceso
de curtiduria son TCMTB, OIT, PCMC o OPP. Las formulaciones comerciales
disponibles pueden contener a los biocidas de manera individual o en mezcla de
ellos, con el fin de mejorar su rango de accion. Por lo anterior, se determind la
concentracion de PCMC, OPP, TCMTB y OIT por HPLC-DAD en cinco muestras de
biocidas proporcionadas por la industria de la curtiduria estas fueron: T33, M1C21,

M3, Ecosoft y Preventol.

El analisis se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia descrita en la
seccion 5.4.2 de materiales y métodos. En la Figura 8 se presentan un ejemplo de
cromatograma obtenido de una mezcla de estandares que contenia 6 ug mL" de
cada uno de los estandares auténticos: PCMC, OPP, TCMTB, OIT y ISDT. El tiempo
de retencion asignado para cada estandar del min 4.318, 5.565, 6.699, 7.569, 7.893
y 9.231 para MBT, PCMC, OPP, TCMTB, OIT y ISTD, respectivamente. Como
ejemplo del analisis en la muestra de biocidas comerciales, se presenta el

cromatograma obtenido para la muestra del biocida “Ecosoft” (Figura 9).
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Figura 8. Tipicos cromatogramas obtenidos del analisis por HPLC de una
solucién preparada que contenia los estandares auténticos. Los estandares
fueron de: 2-BNP, MBT, PCMC, OPP, TCMTB, OIT y los estandar interno y PPO (6
Mg/mL). La deteccion espectrofotométrica se efectud 287nm (4-CMF, ISTD:2-BPB,
2-PPO, TCMTB y OIT) y 320nm (MBT y ISTD: PPO).

Los resultados de la determinacion de la concentracion de los biocidas

evaluados son presentados en la Tabla 5. Ecosof contiene un 4.3 % de OIT; M1C21
un 5.3 % de OIT. M3 esta compuesto por una mezcla de 2.8 % de TCMTBy 1.2 %
de OIT. T3 contiene 10.1% de TCMTB y preventol esta formulado por 30 % de
PCMCy 11.9 % de OPP.

Tabla 5. Concentracion de biocidas en muestras liquidas de biocidas
comerciales determinadas por HPLC-DAD

Muestra de Antibiético (%, viv)

biocida PCMC OPP TCMTB oIT
Ecosof ND ND ND 43+0.0
M1C2 ND ND ND 53+0.0
Biocide M3 ND ND 2.8+0.0 1.2+0.0
FungicidaT3 ND ND 10.1+0.0 ND
Preventol 30.0+0.2 11.9+ 0.0 ND ND

ND = No detectado
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Figura 9. Cromatograma obtenido de analisis por HPLC del biocida
Ecosoft. revelando OIT (7.947 minutos) a 287nm (azul) y 320nm (rojo).

Posteriormente, se llevd a cabo la determinacion del biocida presente en
cada una de las muestras de “cuero azul” de donde se aislaron los microorganismos.
En la Tabla 6, se puede apreciar que los muestras A y C fueron tratadas con OPP,
TCMTB y OIT. La muestra B, fue tratada con PCMC, TCMTB y OIT. La muestra F,
solo con TCMTB. Cabe senalar que se encontré presencia de MBT en A, B, Cy F,
posiblemente como producto de la degradacion de TCMTB. En las muestras Dy E,
no se encontraron residuos de ningun biocida, lo cual sugiere, que estas muestras

no fueron tratadas previamente con biocidas.

De acuerdo con los datos de la Tabla 6, el mejor control en cuanto al numero
de aislado diferentes lo presentan los cueros A y B, las cuales mostraron una
concentracion superior de 96.6 ug g' de OIT en combinacién con TCMTB. Ademas,
se observd un mayor numero de diferentes aislados fungicos cuando la
concentracion en los cueros fue inferior a 42.1 ug g' (muestras C, F). La muestra
que presento un mayor numero de diferentes aislados fungicos fue la D, lo cual
concuerda con la nula presencia de biocidas detectados. Curiosamente, la muestra
F presenta gran cantidad de aislados tanto bacterianos como fungicos, lo que
sugiere que la proteccion solo con TCMTB no fue suficiente para evitar el
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crecimiento de los microorganismos o incluso los aislados pueden presentar
resistencia a TCMTB.

Tabla 6. Determinacion de la concentracion de PCMC, OPP, TCMTB y OIT
en muestras de piel “cuero azul” utilizadas en este estudio

Antibiéticos ug g

Muestra de piel

MBT PCMC OPP TCMTB OIT
A 53.56+£0.2 ND 16.8 £ 0.1 12.1£0.1 283 £1
B 38.3£1.0 16.4 £ 0.1 ND 16.7 £ 0.1 96.6 £ 0.8
C 42.0+ 0.1 ND 129+ 0.1 13.7+£0.1 42.1+£0.1
D ND ND ND ND ND
E ND ND ND ND ND
F 112 +£ 0.1 ND ND 33.7+£0.3 ND

ND = No detectado

Para una proteccion efectiva en caso de almacenamiento a largo plazo, el
cuero azul tratado con fungicidas debe contener TCMTB en un rango de 250-300
mg L'y de 100 a -150 mg L' de OIT o combinacion de 580/280 mg L' de PCMC /
OPP, respectivamente [5]. La aplicacion de los biocidas de la manera antes descrita
generalmente permite llevar a cabo un buen control de microorganismos, sin
embargo, se puede presentar crecimiento debido a resistencia a los biocidas por los

microorganismos.

6.3. Identificacion de microorganismos aislados de muestras de cuero azul

El cuero curtido es un material importante para la fabricacién de una gran
cantidad de productos utilizados por el hombre. El supuesto es que los procesos de
curtido de cuero evitan el deterioro biolégico y previenen la transmisién de microbios
de la piel animal a los humanos. No obstante, algunos microorganismos resisten la
extrema acidez y alcalinidad de la fabricacion del cuero, que ademas de afectar la
calidad del cuero puede incluso representar un riesgo para la salud humana. Por lo
tanto, es importante identificar a los microorganismos para llevar a cabo un control

adecuado.
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6.3.1 Bacterias aisladas en pieles

Los aislados obtenidos de cada muestra de cuero fueron caracterizados
inicialmente con base en su aspecto macroscépico evaluando el tamafio, forma,
borde, color, superficie, tonalidad de la colonia en medio LB sdlido (Tabla 7). Cabe
sefalar que algunos aislados de las diferentes pieles presentaron caracteristicas
fenotipicas similares, por ejemplo, los aislados A1A, B1B, C1A, D1A, E1A y F2B,
presentan colonias medianas de forma circular bordes redondeados, brillantes y un
color rojo intenso, lo que sugiere que se trataban de la misma bacteria que ataca a
todas las pieles. Mientras que otras solo se presentaron en comun en algunas
pieles; como ejemplo, los aislados A2W y E1B provienen de la piel A y E,
respectivamente, como colonias medianas de forma circular y bordes redondeados,
brillantes, convexas de color crema. En resumen, algunos aislados son comun en
todas las pieles, mientras que otras son especificas de una piel en particular. Por lo
que los datos de identificacion en conjunto con la determinacion de los biocidas en
cada piel nos podrian sugerir cual podria favorecer a inhibir el crecimiento o la

concentracion que inhibe su crecimiento.

Para la identificacion por MALDI-Biotyper™, se siguié el procedimiento
descrito la seccion 5.6.1. y 5.7 pero inoculando por triplicado (Figura 10). Aunque
el analisis directo de la colonia es muy rapido y sencillo, no en todos los casos se
obtuvo un alto valor de score: En algunos casos, para mejorar el score en estos
aislado, se procedio a realizar extraccion de proteinas. Para ello, se cultivaron los
aislados en 2 mL de medio LB y se sigui6 el procedimiento descrito en la seccion
5.6.1. Los resultados de identificacion por MALDI-TOF-Biotyper™ son presentados

enla Tabla 7.
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Figura 10. caja de Petri con distintas
muestras bacterianas hechas por
triplicado.

De acuerdo con los criterios de identificacion del sistema MALDI-Biotyper™,
25 % (5/20) fueron identificados a nivel de género y 70 % (14/20) de los aislados
fueron identificados a nivel de especie. Curiosamente, en todas las muestras de piel
se aislé a Serratia rubidaea (A1A, B1A, C1A, D1A, E1A y F2B; Figura 11) y todos
los aislaros presentaron un score 2 2.17 (Tabla 7). Los aislados AW1 y E1B fueron
identificados como Serratia marcescens con score = 2.23. Se logro distinguir a nivel
de especie a los aislados del género Arthrobacter: A. globiformis (BB), A.
gandavensis (DA) y A. sulfonivorans (BC y FB); todos estos aislados presentaron
score 2.0, excepto el aislado FB (score 1.84). El género de Kocuria estuvo
representado por los aislados CIC (score 2.16) y FA (score 1.79), identificadas como
K. rhizophila y K. rosae, respectivamente. R. corynebacterioides fue aislado de las
muestras de pieles D y F; sin embargo, presentaron diferente score; 2.2 para el
aislado DB2 y 1.91 para el asilado FD. Tres aislados del género de Bacillus fueron
identificados: dos corresponden a B. megaterium (E1C y FC) y otro identificado
como Bacillus sp. (F1B); cabe sefalar que solo el aislado E1C presentd un score
>2.0. Finalmente, la unica cepa que no se pudo identificar correspondio al aislado
E1.21.
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Tabla 7. Descripcion de caracteristicas macroscépicas e identificacion por
. ™ . . .
MALDI-Biotyper de las cepas bacterianas aisladas de pieles “cuero azul”

MALDI-Biotyper™

Aislado’ Observaciones macroscopicas? .
Identificacion Score?®
A1A Colonias medlan_as de forma circular y bordes_ . Serratia rubidaea 217
redondeados, brillantes, convexas de color rojo vino
A2W Colonias medlan_as de forma circular y bordes Serratia marcescens 293
redondeados, brillantes, convexas de color crema
B1A Colonias medlan_as de forma circular y bordes_ . Serratia rubidaea 217
redondeados, brillantes, convexas de color rojo vino
Colonias medianas de forma circular y bordes
L Arthrobacter
BB redondeados, semi brillantes, convexas de color . . 1.99
: globiformis
crema amarilla
Colonias medianas de forma circular y bordes Arthrobacter
BC redondeados, semi brillantes, convexas de color . 2.40
. sulfonivorans
amarillo
C1A Colonias medlan_as de forma circular y bordes_ . Serratia rubidaea 296
redondeados, brillantes, convexas de color rojo vino
ci1c Colonias medlanas_ de_ forma circular y bordes _ Kocuria rhizophila 216
redondeados, semi brillantes, plana de color amarillo
Colonias medianas de forma circular y bordes Arthrobacter
DA P , : 2.29
granular, semi brillantes, convexas de color amarillo  gandavensis
Colonias medianas de forma circular y bordes
D1A redondeados, brillantes, convexas de color rojo Serratia rubidaea 2.23
intenso
Colonias medianas de forma granular y bordes Rhodococcus
D2B S . - 2.20
ondulados, semi brillantes, convexas de color salmén corynebacterioides
Colonias medianas de forma circular y bordes
E1A redondeados, brillantes, convexas de color rojo Serratia rubidaea 2.14
intenso
E1B Colonias medlan_as de forma circular y bordes Serratia marcescens 234
redondeados, brillantes, convexas de color crema
E1C Colonias grandes Qe forma circular y bordes . Bacillus megaterium 213
redondeados, semi mate, convexas de color beige
Colonias pequenas de forma circular y bordes No identificacién
E1.21 . . )
redondeados, semi mate, convexas de color beige posible
Colonias medianas de forma circular y bordes
FA redondeados, convexa, semi brillantes, de color Kocuria rosae 1.69
rosado
FB Colonias medianas de forma circular y bordes Arthrobacter 1.84
granular, semi brillantes, convexas de color crema Sulfonivorans ’
FC Colonias grande_s de forma circular y bordes _ Bacillus megaterium 193
redondeados, brillantes, convexas de color beige
Colonias medianas de forma granular y bordes Rhodococcus
ED S - 1.91
ondulados, mate de color salmén corynebacterioide
F1B Colonias med!an?s de forma circular y bordes . Bacillus sp. 175
granular, semi brillantes, convexas de color amarillo
Colonias medianas de forma circular y bordes
F2B redondeados, brillantes, convexas de color rojo Serratia rubidaea 2.23

intenso

1La letra inicial de cada aislado corresponde a la muestra de piel de donde fue aislada.
2 Caracteristicas de las colonias en medio sélido LB;

3 Score: Biotyper

T™M

reporta unidades arbitrarias en escala logaritmica con valores en intervalo de 0-3; valores >2.0 permiten la

identificacion a nivel de especie, los valores entre 1.7 y 2.0 posible identificacion a nivel de género, mientras que los valores <1.7
no permiten una asignacion confiable.
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A. gandavensis (DA) A. globiformis (BB)

A. sulfonivorans
(BC; FB)

No identificacion posible
(E121)

Bacillus sp. (FIB)
B. megaterium

S. rubid AlA;
rubidaea (. (EIC: FC)

BIA; CIA; DIA;
EIA; F2B)

K. rosae (FA)

S. marcescens

(A2W; E1B K. rhizophila (CIC)

R.
corynebacterioides
(D2B; FIB)

Figura 11. Distribuciéon de los aislados bacterianos de las pieles

clasificados segun su identificacion por MALDI-BiotyperTwI usando la base
de datos de Bruker Daltonics (MBT-BDAL 3.3.1.0). Los aislados son sefialados
entre paréntesis y la letra inicial de cada aislado corresponde a la muestra de
piel de donde fueron aislada.

El software de Biotyper™ Compass Explorer 4.1 permite determinar la
correlacion entre los aislados de acuerdo con su perfil proteico. Con base en ello,
se realizé un dendograma PCA de los espectros de masas obtenidos de todos los
aislados (Figura 12). En esta figura se aprecia la alta correlacion entre los aislados
de S. rubidaea excepto para el aislado F2B. Entre los dos aislado de S. marcescens
practicame no presentan diferencia. Por otra parte, claramente se observa la
diferencia en el nivel de distancia entre los aislados que pertenecen a otro género o

especie.
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Figura 12. Dendograma PCA de los aislados Bacterianos.

Obtenidos mediante el software de BiotyperwI Compass Explorer
version 4.1.

En conjunto los resultados de identificacion y determinacion de la
concentracion de biocidas en las pieles sugieren que los biocidas o las dosis
aplicadas no son capaces de inhibir el crecimiento de S. rubidaea. Esta bacteria es

considerada como un patdégeno oportunista y que algunos aislados presentan un
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fenotipo atipico de resistencia a quinolonas capaces de causar bacteriemia a

algunas personas [79, 80], por lo que es importante llevar el control adecuado.

El TCMTB y MBT residual contenido en la muestra de cuero F, fue incapaz
de proteger contra el crecimiento de A. sulfonivorans, Bacillus sp., B. megaterium,
K. rosae y R. corynebacterioides. Por otra parte, cuando la muestra de cuero fue
tratada ademas de TCMTB con OIT y OPP (A 'y C) fue aislada S. marcescens y K.
rhizophila. Mientras que en la muestra B que presento PCMC y OIT ademas de
TCMTB, se aislaron A. globiformis y A. sulfonivorans. En las muestras de cuero que
no se encontré ningun biocida analizado (D y E) se identificd A. garidavensis, B.
megaterium, R. corynebacterioides, S. marcescens y un aislamiento que no pudo
identificarse (E121).

Algunos de los aislados identificado en este trabajo ya han sido reportados
previamente en la literatura en productos o el ambiente de la industria de la
curtiduria. Bacterias del género Arthrobacter (aislado de muestras de animales),
Kocuria, Bacillus [81] y algunas bacterias haldfilas han sido identificadas
exitosamente por MALDI-TOF [82, 83]. Por ejemplo, se ha reportado cepas de B.
megaterium entre las bacterias que causan la perforacion durante el proceso de
remojo, en productos en proceso de curtido o productos terminados. B.
megaterrium, Bacillus sp. y K. rosae también se han aislado del ambiente interior de
las curtiembres [7, 8] y un nuevo aislado de K. rosea ha sido reportado capaz de
tolerar condiciones extremas (pH 9.2 y 15% de concentracién de NaCl) [26]. S.
marcescens se han aislado de efluente de curtido [27] y la mucosa orofaringea de
trabajadores de la curtiduria [6]. Es importante sefialar que debido a que las
muestras de pieles fueron obtenidas del tratamiento de curtido por sales de cromo,
estas cepas podrian tener ademas de posible resistencia a biocidas utilizados,
capacidad para tolerar/reducir el cromo, como la cepa de Serratia sp. Zhang y col.
(2011), la cual presenta capacidad de remover especies de Cr [84]. Por otra parte,

los aislados de S. rubidaea, A. garidavensis, A. globiformis, A. sulfonivorans, R.
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corynebacterioides y K. rhizophila no han sido reportados previamente en el cuero

0 en su entorno de produccion.

En resumen, se aislaron 20 bacterias de muestras de pieles “cuero azul”
lograndose identificar 14 bacterias a nivel de especie y 5 bacterias a nivel de género,
por lo tanto, MALDI-TOF Biotyper™ es una herramienta util para la identificacion de
bacterias provenientes de pieles. En todas las muestras de piel se encontré a S.

rubidaea.

6.3.2 Hongos aislados de pieles

La caracterizacion fenotipica de los aislados se inicié con el crecimiento en
cajas de Petri de 60 mm a 28°C y después de 7 dias de cultivo se registraron
caracteristicas tales como: tipo de hongo (filamentoso o levadura), el color, la textura
de la superficie colonial [algodonosa, aterciopelada, polvosa (harinosa)] y matiz del

adverso de la colonia, asi como produccion y pigmentacion de la espora [85].

Esta caracterizacion inicial nos permitié seleccionar diferentes aislados
presente en las diversas pieles. Cabe sefalar al igual que en las bacterias, algunos
hongos presentaban caracteristicas fenotipicas similares entre si, pero fueron
seleccionados para mas caracterizacion, ya que provenian de diferentes muestras
de piel. Como se presenté en la Tabla 4, se aislaron 26 cepas fungicas provenientes
de las seis muestras de cuero azul. La letra inicial de cada aislado indica la muestra
de la piel de donde fue aislada. En general, todos los aislados presentaron
caracteristicas de hongos filamentosos, excepto el aislado C1B, que fue la unica
levadura obtenida (Tabla 8). La imagen de cada una de ellas en medio PDA se
muestra en el recuadro de las figuras 14-19. Como era de esperarse, es dificil llevar
a cabo la identificacion por este método, por lo que la caracterizacién morfolégica

solo la utilizamos para llevar un registro fenotipico de cada una de ellas.
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Tabla 8. Caracteristicas morfoldgicas de las 26 cepas fungicas aisladas de
seis diferentes muestras de piel “cuero azul”

Observaciones

Aislado Frente’ Reverso Espora?
A1 Micelio blanco aterciopelado Beige Café obscuro
A2 Micelio blanco granular Blanco-verde Verde-amarillo
B22 Micelio blanco Beige corrugado  Verde oliva
B23 Micelio blanco aterciopelado Beige-azul Café claro
Cc1B Levadura de aspecto cremosa Beige NP
C11 Micelio blanco algodonoso Blanco-beige NP
C21 Micelio blanco aterciopelado Beige corrugado  Verde oliva

Cc221 Micelio blanco aterciopelado Blanco blanco

Cc23 Micelio blanco aterciopelado Beige-azul Café claro

D11 Micelio blanco aterciopelado Beige Café claro

D121 Micelio blanco aterciopelado Crema Café muy claro
D121A  Micelio blanco aterciopelado Crema Verde claro

D12 Micelio blanco aterciopelado Beige corrugado  Verde oliva
D213 Micelio blanco aterciopelado Rojo Verde opaco
D221 Micelio blanco aterciopelado Beige-azulado Café claro

D222 Micelio blanco aterciopelado Crema. Beige Verde olivo
D224 Micelio blanco aterciopelado beige Café obscuro

E1 Micelio blanco aterciopelado beige Café obscuro
E2 Micelio blanco polvoso beige Verde olivo -amarillo

F11 Micelio blanco aterciopelado Beige Café claro

F131 Micelio blanco aterciopelado Beige-azul Café obscuro
F132 Micelio blanco aterciopelado Beige Café claro

F21 Micelio blanco muy compacto  Crema corrugado  Verde oliva claro
F21A Micelio blanco compacto Beige corrugado  Verde gris claro

F22 MlceI|o~bIanco colonia muy Beige-obscuro Verde obscura

pequefa
F241 Micelio blanco algodonoso Beige verde Verde oliva

' La letra inicial de cada cepa corresponde a la muestra de piel de donde fue aislada.
2 Produccion y color de las esporas.

NP = No presenta

Para la identificacion de los aislados fungicos por MALDITOF-Biotyper™,
inicialmente se llevd a cabo el cultivo de los hongos en medio liquido en medio PD
natural por periodo de 18- 48 h) y la extraccién de proteinas se realizé de acuerdo
con el protocolo propuesto por el fabricante (seccién 5.7.2 y 5.8.). Cabe sefialar que
para algunos aislados no se logré obtener espectros de masa de calidad, por lo que

se realizaron ajustes al protocolo de extraccion. La generacion de espectros de
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masas de alta calidad y reproducibles es un factor muy importante para obtener un

valor de score lo mas alto posible y por lo tanto una mejor identificacion.

Para evitar posibles interferencias por el medio de cultivo (PD natural),
decidimos llevar a cabo el crecimiento de los hongos en medio Dextrosa Sabouraud
ajustando el tiempo de crecimiento a 24 h como maximo. Transcurrido el tiempo, el
medio fue eliminado mediante filtracién y lavado 3 veces con agua destilada estéril.
Del micelio obtenido se tom6 200 a 400 mg y se colocé en un tubo eppendorf
haciendo un lavado con 1mL de etanol al 70% y mezclandolo por vortex durante un
minuto y centrifugando a 10 000 x g por un minuto. El lavado se repitié dos veces

mas Y la pastilla se dejé secar totalmente.

El micelio seco se transfirié a un tubo de 2 mL que contenia perlas de zirconio
(0.5 mm de diametro) y se agreg6é 100 uL de acido formico al 70 %, y el mismo
volumen de MeCN con PMSF 2 mM. El tubo se colocé en el homogeneizador (Bead
Bug) y se inicié el rompimiento agitandolos a 4000 x g por 20 segundos y enseguida
enfriando con hielo por un minuto, repitiendo el proceso cuatro veces. Las muestras
fueron centrifugadas a 10,000xg por un minuto. Un uL sobrenadante obtenido fue

colocado en la placa de MALDI junto con la matriz (HCCA) para su analisis.

La implementacién de este protocolo permitié obtener un espectro de masas
con mejor calidad. En la Figura 13, se muestra un ejemplo de los espectros de
masas del aislado F11 obtenido tanto con la metodologia propuesta por el fabricante
y el rompimiento con perlas de zirconio. Cabe sefalar, que esta metodologia
rompimiento con perlas de zirconio solo se aplico para los aislados que inicialmente
no se obtuvo un buen espectro de masas. Sin embargo, de manera general se
estandarizaron las condiciones a medio Dextrosa Sabouraud y 24 h de crecimiento.
Excepto para el aislado F22, el cual solo logré crecer en medio PD.

52



Bruker
800 - 2836.834

T8 566032

5000 1 6039.627 Perlas

4000 1 6703.923

3000 -
3018.955

2471.293

2000 4585.784 7201557

] 8091.855
1000 7 = 91715.650

0 L e e
2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 /2
Figura 13. Ejemplo de espectros de masas de la muestra F11 obtenido por
dos métodos de extraccidon. La extraccion de las proteinas se realizé por el
método descrito por el fabricante (Bruker Daltonics) y el propuesto (perlas) en este
trabajo de tesis utilizando perlas de zirconio (0.5 mm de diametro) para el

rompimiento.

Todos los espectros de masas obtenidos fueron de alta calidad (Figuras 14-
19). A continuacion, se describe las caracteristicas fenotipicas para cada aislado
(Tabla 4 y recuadro de Figura. 14-19) y la identificacion inicial por MALDI-TOF

Biotyper™ utilizando la base de datos proporcionada por el fabricante (Tabla 9).

De la muestra de piel A (Tabla 4), se obtuvieron dos aislados de hongos
filamentosos que se denominaron A1 y A2 (Tabla 9, Figura 14). El aislado A1
presentd una coloracion de micelio blanco, aterciopelado que con el tiempo formo
esporas de color café obscuro y se identificé como Aspergillus sydowii, aunque con
muy bajo score (1.77). El aislado A2 presentd micelio blanco y esporas en el centro
de la colonia color verde claro y algunas tonalidades amarillas y no logré la

identificacion por MALDI-TOF-Biotyper™ utilizando la base de datos de Bruker
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Daltonics (Tabla 9), a pesar de que se obtuvieron espectros de alta calidad como
se menciond anteriormente. Interesantemente, la muestra de cuero también

presentaba manchas de color café y verdes.

Tabla 9. Identificaciéon por MALDI-BiotyperTwI de las cepas fungicas aisladas
de pieles “cuero azul” utilizando la base de datos de Bruker Daltonics

Aislado’ Organismo Score?  Aislado’ Organismo Score?
A1 Aspergillus sydowii 1.77 D213 No identificacion -
A2 No identificacion - D221 Paecilomyces variotii  2.11
B22 Penicillium glabrum 1.75 D22 No identificacion -
B23 Paecilomyces variotii 2.2 D24 No identificacion -
c1B Yarrowia lipolytica 2.24 E1 Aspergillus flavus 1.71
c11 Arhhrinium 1.78 E2 No identificacion

phaeospermum

C21 No identificacion - F11 No identificacion -
C221 No identificacion - F131 Paecilomyces variotii 2.3

Cc23 Paecilomyces variotii 2.08 F132 No identificacién -

D11 Paecilomyces variotii 2.1 F21 No identificacion -
D121 Paecilomyces variotii 2.14 F21A Penicillium glabrum 1.94
D121A No identificacion -—- F22 Penicillium sp. 1.87

D12 No identificacion - F241 Aspergillus nidulans 1.72

La letra inicial de cada cepa corresponde a la muestra de piel de donde fue aislada.

2Score: Biotyper™ reporta unidades arbitrarias en escala logaritmica con valores en intervalo de 0-3;
valores 22.0 permiten la identificacion a nivel de especie, los valores entre 1.7 y 2.0 posible
identificacion a nivel de género, mientras que los valores <1.7 no permiten una asignacion confiable.

En la muestra de cuero “B” se aislaron dos hongos filamentosos
denominados “B22” y “B23” (Tabla 9, Figura 15). El hongo B22 presentaba una
apariencia corrugada por el reverso y una coloracion de micelio blanco que con el
tiempo formaba esporas en halos de color verde oliva. En el micelio del aislado B23
se observd una coloracion beige-azul por el reverso y por el frente blanco
aterciopelado con formacién de esporas café claro de aspecto polvoriento. La cepa
B22 fue identificada como P. glabrum con un score bajo de 1.75, mientras que la

cepa B23 se identific6 como P. variotii con score de 2.2 (Tabla 9).

De la muestra de cuero C se aisl6é una levadura C1B y 4 cepas de hongos

filamentosos (Fig. 16). El espectro de masa de cepa C1B correspondi6 a Yarrowia
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lipolytica (score 2.24), el de la cepa C11 a Arthrinium phaeospermum (score 1.78),
mientras que las cepas C221 y C23 fueron identificadas como P. variotii (score 1.70
y 2.08, respectivamente) (Tabla 9). Estas dos cepas presentan el fenotipo diferente:
la cepa C221 presenta un crecimiento micelial blanco aterciopelado y las esporas
son blancas, mientras que la cepa C23 el micelio es también blanco, pero con el
tiempo se observa la aparicion de esporas color café claro, similar al de la cepa B23.
El aislado C21 no fue identificado por Biotyper™ y presento un crecimiento micelar
blanco aterciopelado, que en el revés de la colonia se observa corrugado y con el

tiempo genera la aparicion de esporas color verde oliva.

De la muestra cuero E se aisloé una gran cantidad de hongos nombrados de
la siguiente manera: D11, D121, D121A, D12, D213, D221, D222 y D224 (Fig. 17).
Cabe sefialar que esta muestra de cuero era una de las que presentaba mayor
biodeterioro y no se le detecté ningun fungicida. Las muestras D11, D121 y D221
fueron identificadas por Biotyper™ como P. variotii con un score de (2.11, 2.14 y
2.11, respectivamente), sin embargo, en la placa con medio PDA presentaron un
fenotipo diferente entre ellas. La cepa D221, presenta el fenotipo similar a los
aislados B23 y C23. Mientras que D11 tuvo menor crecimiento colonial y D121
presento un micelio mas granular y esporas de color café mas claro. Por otro lado,
las muestras D121A, D12, D213, D222 y D224 no fue posible su identificacion por
Biotyper™. En todos estos aislados se observa diferente el fenotipo al igual que sus
espectros de masas. De todas los aislados, la uUnica cepa que presentd
pigmentacién roja fue la D213. Algunos aislados del género Penicillium presentes

en pieles curtidas al cromo han sido reportados con esta coloracion ([6].

En la muestra de cuero E, se aislaron dos hongos filamentosos nombrados
E1 y E2 (Fig. 18). La muestra E1 presento un crecimiento micelial blanco
aterciopelado produciendo esporas color café obscuro y fue identificado como A.
flavus, aunque con muy bajo score (1.71). Mientras que la capa E2, no se pudo

identificar. El fenotipo que presento esta cepa en medio PDA fue al inicio un
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crecimiento micelial blanco, que con el tiempo se volvid amarillo verdoso y

produccion de esporas verdes olivo parecido a moho.

Finalmente, de la muestra de cuero “F”, aislaron siete cepas denominadas
como: F11, F131, F132, F21, F21A, F22, y F241 (Fig. 19). En este grupo, cuatro
cepas no se lograron identificar por comparacién en la base de datos (F11, F132,
F21y F22). La cepa F131 fue identificada como P. variotii (score 2.3) y presento el
fenotipo comun de los aislados identificados previamente como P. variotii
(crecimiento micelial blanco algodonoso que con el tiempo producia esporas café
claras). Mientras que los aislados F21A y F241, fueron identificados como P.

glabrum (score 1.94) y A. nidulans (score 1.72) respectivamente.

En resumen, del total de los 26 aislados fungicos, 7 cepas presentaron un
score = 2.0, las cuales fueron identidades como Yarrowia lipolytica (C1B) y
Paecilomyces variotii (B23, C23, D11, D121, D221y F131) y 8 cepas se obtuvieron
un score entre 1.7 y 2.0, lo que sugiere su identificacion solo a nivel de género. De
estas, tres pertenecen al género Penicillium (B22, F21A y F241), tres a Aspergillus
(A1, E1y F21A), una Arthrinium (C11) y otra a Paecilomyces (C221).
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Figura 14. Espectros de masas adquiridos en MALDI-TOF MS de los aislados
fangicos A1 y A2 provenientes de la muestra de “cuero azul” denominada A.
En el recuadro de cada espectro de masa se muestra la fotografia correspondiente

al aislado cultivado en medio PDA por 7 dias. La letra inicial de cada cepa
corresponde a la muestra de piel de donde fue aislado.
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Figura 15. Espectros de masas adquiridos en MALDI-TOF MS de los aislados
fungicos B22 y B23 provenientes de la muestra de “cuero azul” denominada
B. En el recuadro de cada espectro de masa se muestra la fotografia
correspondiente al aislado cultivado en medio PDA por 7 dias. La letra inicial de
cada cepa corresponde a la muestra de piel de donde fue aislado.
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Figura 16. Espectros de masas adquiridos en MALDI-TOF MS de los aislados
fangicos CIB, C11, C21, C221 y C23 provenientes de la muestra de “cuero azul”
denominada C. En el recuadro de cada espectro de masa se muestra la fotografia

correspondiente al aislado cultivado en medio PDA por 7 dias. La letra inicial de cada
cepa corresponde a la muestra de piel de donde fue aislado
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Figura 17. Espectros de masas adquiridos en MALDI-TOF MS de los aislados
fangicos D11, D121, D121A, D12, D213, D221, D222 y D224 provenientes de la
muestra de “cuero azul” denominada D. En el recuadro de cada espectro de masa se
muestra la fotografia correspondiente al aislado cultivado en medio PDA por 7 dias. La
letra inicial de cada cepa corresponde a la muestra de piel de donde fue aislado. 59
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6.4 Creacion de espectros de masas principales (MPS)

Después de haber obtenido los espectros de masas de cada bloque, se
continuo en realizar el descarto de cepas de hongos, debido a sus parecidos
fenotipicos y al espectro de masas que presentaron. Para lograrlo se usaron
aditamentos estadisticos del programa MBT Compass Explorer y se obtuvo un
diagrama de analisis de componentes principales (PCA) representado en la Figura
20. Para ello, usaron muestras por triplicado de cada una de las cepas y se puede
observar con claridad el agrupamiento entre algunos aislados. En esta figura se

puede apreciar el agrupamiento de cepas.

PC2

Figura 20. Analisis de componentes principales (PCA) de los espectros
de masas de los aislados fungicos. adquiridos en MALDI-TOF MS y
analizados con el software Compass Explorer (Bruker Daltonics).
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Para seleccionar a los aislados fungicos que seran incluidos en la libreria
local, también se llevd a cabo un dendograma PCA con los espectros de masas
obtenidos de cada uno de los aislados fungicos (Fig. 22). La agrupacion que realiza
el software permitio el ordenamiento en 5 colores (verde, amarillo, morado, azul, y
rojo), posiblemente relacionados a nivel de género. En esta figura se aprecia que
los aislados identificados como P. variotii son asignados en el mismo grupo (verde)
a excepcion del aislado C221 y cuyo valor de score fue bajo (1.7), lo que nos sugiere
que este aislado no es P. variotii. Por otra parte, a los hongos del género Penicillium,
Arthrimium, Aspergillus y Yarrowia los asigna en grupos distinto. Con base en el
agrupamiento asignado por el Dendograma PCA y a las caracteristicas fenotipicas,
se decidio seleccionar a algunos aislados para realizar la libreria local. El criterio de
seleccion se bas6 en que presentaran un nivel de distancia superior a 0.5. Los
aislados que cumplieron este criterio fueron: B22, B23, C11, C21, C221, D12, D213,
D121A, D222, E1, F21 F21A, F22, y F241.

La creacidn de las entradas para la biblioteca con los espectros principales
de los aislados se realizd con los softwares: Flexcontrol, FlexAnalysis y Compass
Explorer (Bruker Daltonics). siguiendo la metodologia descrita en la seccién 5.8

(Creacion de base de datos).
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Figura 21. Dendograma PCA de los espectros de masas adquiridos en
MALDI-TOF MS de las cepas fungicas aislados de pieles “cuero azul”.
Para cada aislado se utilizo tres replicas.



Por ultimo, se generaron espectros principales a partir de los datos
recabados, obteniendo 14 espectros principales correspondientes a las cepas: B22,
B23, C11, C21, C221, D12, D213, D121A, D222, E1, F21 F21A, F22, y F241. En la
Figura 22 se presentan los espectros de masas de cada una de las cepas y se

puede observar un perfil diferente de picos para cada una de ellas.

F22

| N N F241
3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 m'z

Figura 22. Comparacién entre los espectros de masas de los hongos
utilizados para crear la libreria local. La relacién m/z es de 2500 a 10000.

Una vez creada las entradas con los espectros principales en la biblioteca,
se realizé la validacion de esta. Para ello, se cargaron algunos de los espectros de
masas antiguos de diferentes muestras de hongos filamentosos correspondientes a
las mismas muestras y se procedio a analizar con los MSP recién incorporados en

la libreria e identificando con puntaje mayor a 2.

Una vez comprobando la eficiencia de la base de datos creada con los
mismos espectros de masas se procedid a analizar ahora todas las muestras
utilizando la nueva libreria como la proporcionada por el fabricante. Los resultados

son presentados en la Tabla 10.
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Tabla 10. Identificacion por MALDI-Biotyper™ de los aislados flingicos
utilizandolo la base de datos local y la de Bruker Daltonics

Identificacion por MALDI-Biotyper™

Aislado
1¢" coincidencia Score’ 29 coincidencia Score
A1 E1 2.16 Aspegillus sydowii 1.77
A2 F241 2.45 No identificacioén posible -
B22 B22 2.6 Penicillium glabrum 1.75
B23 B23 2.64 Paecilomyces variotii 2.1
Cc1B Yarrowia lipolytica 2.24 Yarrowia lipolytica 2.2
Cc11 C11 2.68 Arthrinium phaeospermum 1.78
C21 c21 2.59 D12/F21 215
Cc221 C221 2.5 No identificacién posible -
Cc23 Paecilomyces variotii 2.1 Paecilomyces variotii 2.1
D11 Paecilomyces variotii  2.11 B23 1.88
D121 B23 1.99 Paecilomyces variotii 1.89
D121A D121A 2.61 D213 24
D12 D12 2.64 F21/C21 2.37
D213 D213 2.64 D121A 219
D221 B23 2.46 Paecilomyces variotii 2.1
D222 D222 2.7 No identificacién posible -
D224 E1 2.69 No identificacién posible -
E1 E1 2.67 Aspergillus flavus 1.71
E2 F241 2.51 No identificacién posible -
F11 E1 2.57 No identificacién posible -
F131 B23 2.54 c221 2.47
F132 E1 2.49 No identificacioén posible -
F21 F21 2.69 D12/C21 2.44
F21A F21A 2.67 Penicillium glabrum 1.94
F22 F22 2.65 Lab W _2.3 sab 1.87
F241 F241 2.69 No identificacion posible -

'Score: Biotyper™ reporta unidades arbitrarias en escala logaritmica con valores en intervalo de 0-3; valores
=2.0 permiten la. identificacion a nivel de especie, los valores entre 1.7 y 2.0 posible identificacion a nivel de
género, mientras que los valores <1.7 no permiten una asignacion confiable.

El aislado A1 coincide con E1 con un score de 2.16; E1 también coincide
consigo mismo (2.67), asi como con los aislados D224, F11 y F132 (score de 2.69,
2.57 y 2.49, respectivamente). Curiosamente, en todas estas cepas las esporas que
se producen en medio PDA son de color café, aunque varia en la tonalidad entre
ellas. El aislado A2 coincide con F241 (score 2.45), al igual que con el mismo y E2
(score 2.69 y 2.51, respectivamente). Cabe senalar que el fenotipo mostrado en
medio PDA es diferente entre estas tres cepas. B22 solo coincide con el mismo
(score 2.60) y no con F21A como era de esperarse por su agrupacion en el
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dendograma PCA (Fig. 22). B23 coincide consigo mismo con un score de 2.64, al
igual que con los aislados D122, D221 y F131 (score 1.99, 246 y 2.54,
respectivamente); estos aislados y los aislados C23 y D11 fueron identificados en
la base de datos previamente como P. variotii, aunque estos ultimos fueron
obtuvieron la misma identificacion solo asi. C21 presento un alto valor de score
(2.59) consigo mismo y fue comun con D12 y F21 también (score 2.15). Lo mismo
sucedid entre estas cepas (F21 y D12), lo que sugiere que se trata de la misma
cepa, ya que el fenotipo en medio PDA también coincide entre si. El resto de los
aislados (C1B, C11, C221, D222, D213 y D121A) presentaron solo coincidencia con

ellos mismos, lo que sugiere que son aislados diferentes.
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7. CONCLUSIONES

Se logré aislar una gran variedad de micororganismos de las distintas
muestras de cueros; entre ellos fueron 20 cepas de bacterias, 25 cepas de hongos

filamentosos y una levadura.

MALDI-TOF Biotyper™ es una herramienta util para la identificacion de
bacterias provenientes de pieles utilizando la base de datos proporcionada por el
fabricante. logrando identificar de las cepas bacterianas: 14 a nivel géneroy 5 a

nivel especie.

Por otro lado, para la identificacion de hongos filamentosos, es necesario
llevar a cabo la ampliacién de la libreria y complementarla con la identificacion
molecular. En nuestro caso, de los 25 hongos aislados solo se lograron identificar 7
a nivel de especie y 8 a nivel de genero algunos de ellos siendo una misma especie

(6 cepas de P. variotii).
La determinacion de los biocidas en muestras comerciales sugiere que las

dosis aplicadas (o las formas de aplicacidon) no son adecuadas para inhibir el

crecimiento de los microorganismos encontrados en este estudio.
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8. PERSPECTIVAS

Llevar a cabo la identificacion molecular de los aislados no identificados.
Ampliar la base de datos creada con aislados Fungicos.
Encontrar diferencias entre los espectros de masas con biocidas y sin ellos.
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