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ABSTRACT

RESUMEN

The consumption of medicinal plants has been
currently increasing, either as alternative medicine (under
the argument that “natural is innocuous”) or as first-line
medicine, due to the lack of health services; however,
scientifically there is little certainty about the safety of
these products, a situation that far from favoring the
consumer’s health, might put it at risk. Therefore, the aim
of this work was to evaluate the presence of total and
fecal coliforms, Escherichia coli, fungi and total aflatoxins
in the most marketed medicinal plants in the city of Tepic,
Nayarit, Mexico. Analyzed medicinal plants were the most
commercialized for the autumn-winter and spring-summer
seasons. The results showed that 51.8 % of the analyzed
samples were contaminated by total coliforms, 12 % by
fecal coliforms and 6 % by E. coli. Regarding fungi, those of
greatest presence were of the genus Aspergillus, identifying
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Actualmente el consumo de hierbas medicinales
ha ido en aumento, ya sea como medicina alternativa (bajo
el argumento de que lo “natural es inocuo”) o como medicina
de primera instancia, debido a la carencia de servicios de
salud; sin embargo, cientificamente existe poca certidumbre
sobre la inocuidad de estos productos, situacién que lejos de
favorecer la salud del consumidor, puede poner en riesgo la
misma. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
presencia de bacterias coliformes totales, fecales, Escherichia
coli, hongos y aflatoxinas totales en las hierbas medicinales
mas comercializadas en la Ciudad de Tepic, Nayarit,
México. Las hierbas medicinales analizadas fueron las de
mayor comercializacién para la temporada otofio-invierno y
primavera-verano. Los resultados mostraron que el 51.8 %
de las muestras analizadas presentaron contaminacién por
coliformes totales, el 12 % por coliformes fecales y el 6 % por
E. coli. Con respecto a los hongos, los de mayor presencia
fueron del género Aspergillus, identificandose las especies A.
niger, A. fumigatus y A. terreus. La presencia de aflatoxinas se
encontraron en el 44.6 % de las muestras analizadas y el 21.7
% presentaron niveles por arriba de los limites permisibles
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the species A. niger, A. fumigatus, and A. terreus. Aflatoxins
were found in 44.6 % of analyzed samples and 21.7 %
showed levels above the permissible limits (>20ppb).
The presence of this type of contaminants in medicinal
plants evidenced bad practices in the handling of this
type of products, and represented a risk for consumer’s
health, since the microorganisms detected in this work are
potential pathogens, and in the case of mycotoxins, they are
carcinogenic. Thus, a strict regulation in the management
(cultivation, storage and commercialization) of this type of
products is necessary to ensure their safety.
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Introduction

Medicinal plants are considered as vegetables
containing  secondary
active principles, which are substances that act as
pharmacological beneficial or harmful molecules on the
organism (Martins & S. 2018).

metabolites, also  called

The use of plants with medicinal attributes were the first
medicines to be empirically used for curing diseases
affecting humans. This knowledge has been passed on for
generations trough different cultures until our time (Devesa
2004; Marinoff 2006).

The World Health Organization estimates that the primary
attention of health, up to 80 % of the population in developing
countries, is based on ftraditional medicine, by culture
tradition or because there are no other options. While, as
for developed countries, many people turn to several types
of natural remedies because they think “natural” is synonym
of innocuous (WHO, 2004; da-Silva et al., 2012; Luitel et
al., 2014; Avila, 2017). That is why, the consumption of
medicinal plants has been increasing, even though it is not
entirely regulated. In Mexico, medicinal plants are poorly
regulated, since according to legislation, their approval
consists in “just demonstrating that these remedies are
safe and under no circumstances, assert any effectivity
or therapeutic power against a specific disease” (Gémez,
2009). In general, these treatments are guaranteed only by
tradition but lack of scientific support (Enriquez et al., 2005;

(>20ppb). La presencia de este tipo de contaminantes en
hierbas medicinales, evidencian malas practicas en el manejo
de este tipo de productos representando un riesgo para la
salud del consumidor, ya que los microorganismos detectados
en este trabajo son patdgenos potenciales, y en el caso de
las micotoxinas, son carcinogénicas, por lo que es necesaria
una regulacion estricta en el manejo (cultivo, almacenamiento
y comercializacion) de este tipo de productos que permitan
asegurar su inocuidad.

PALABRAS CLAVE

Hierbas medicinales, contaminacion microbioldgica,

micotoxinas.

Introduccion

Las hierbas medicinales son consideradas como
aquellos vegetales que contienen metabolitos secundarios,
llamados principios activos, los cuales son sustancias que
ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial
sobre el organismo (Martins & S. 2018).

El uso de hierbas con atributos medicinales fueron las primeras
medicinas utilizadas en forma empirica para la cura de
enfermedades que padecia el humano. Dichos conocimientos
han sido transmitidos por generaciones a través de diferentes
culturas hasta nuestros dias (Devesa, 2004; Marinoff, 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que la atencién
primaria de salud, de hasta 80 % de la poblacién de los
paises en desarrollo, se basa en la medicina tradicional, por
tradicion cultural o porque no existen otras opciones. Mientras
que, en los paises desarrollados muchas personas recurren
a diversos tipos de remedios naturales porque consideran
que lo “natural” es sinénimo de inocuo (WHO, 2004; da-Silva
et al., 2012; Luitel et al., 2014; Avila, 2017). Por lo tanto, el
consumo de hierbas medicinales ha ido en aumento, aunque
su regulacion no se encuentra del todo establecida. En México,
las hierbas medicinales estan poco reguladas, ya que, de
acuerdo con la legislacion, para su aceptacion, “sélo debe
demostrarse que dichos remedios son seguros y no debe bajo
ninguna circunstancia, aseverar efectividad alguna o poder
terapéutico contra una enfermedad especifica” (Gémez,
2009). En general, estos tratamientos estan avalados soélo
por la tradicién y no tienen un soporte experimental cientifico
(Enriquez et al., 2005; Marinoff et al., 2009). Por otra parte,
la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos
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Marinoff et al., 2009). On the other hand, the Comisién
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) has subscribed a cooperation at international
level, with a perspective until 2025, of efficiently easing the
availability of these innocuous and high quality products,
with the purpose of protecting public health (Gémez, 2009).

Another problem related to consumption and
commercialization of medicinal plants, is the degree
of innocuousness due to the presence of chemical
contaminants (heavy metals, and pesticides) (Marinoff
et al., 2009; Kishan et al., 2014; Kumar et al., 2015;
Rodrigues et al., 2017) and biological contaminants (fungi,
bacteria, and toxins) (Arias et al., 1999; Sanchez et al.,
2006), mainly due to bad management of these products
in any of the phases of the production-commercialization
chain (cultivation, harvest, transportation, storing and
sale) (Kneifel et al., 2002; Codex Alimentarius, 2014). In
Mexico, it has been documented that more than 85 % of
the species commercialized in local markets and naturist
stores are collected in the wild form; this method does
not normally count on effective handling programs and
lack of sufficient control by government (Bye & Linares,
1990; Juarez-Rosete et al., 2013).

Among the main agents responsible for biological
contamination in medicinal plants, bacteria, fungi, and
toxic metabolites stand out. With respect to bacteria, the
group of fecal coliforms, aside from being an indicator
of fecal contamination, represents a health risk for
consumers, since some types of bacteria in this group
are considered to be the cause of serious diseases,
like Escherichia coli enterohemorrhagic strain (EHEC),
bacteria species causing hemorrhagic colitis and
hemolytic-uremic syndrome (Momoh et al., 2011; Pullés
2014). Moreover, filamentous fungi, are cosmopolitan
microorganisms but under certain conditions, they can
produce toxic metabolites, called mycotoxins, which
have toxic severe effects that are related to hepatic,
renal, digestive, reproductive, immunosuppressive
diseases, and to the developing of tumors (Marroquin-
Cardona et al., 2014; Kabak & Dobson 2015; Abrunhosa
et al, 2016; Peman & Quindos 2016). For the
reasons abovementioned, the presence of this type of
contaminants in medicinal plants and herbal products
represent a serious risk to consumers’ health.

The aim of this research was to assess the presence of
bacteria (total coliforms, fecal and Escherichia coli), fungi

Sanitarios (COFEPRIS) ha suscrito una cooperacién a nivel
internacional, que tiene como perspectiva hacia el afio 2025,
facilitar la disponibilidad de estos productos de manera eficaz,
de buena calidad e inocua, a fin de proteger la salud publica
(Gomez, 2009).

Otro problema relacionado con el consumo y comercializacion
de hierbas medicinales es el grado de inocuidad debido a la
presencia de contaminantes quimicos (metales pesados,
plaguicidas) (Marinoff et al, 2009; Kishan et al., 2014;
Kumar et al, 2015; Rodrigues et al., 2017) y biolégicos
(hongos, bacterias, toxinas) (Arias et al., 1999; Sanchez et
al., 2006), debido en gran medida al mal manejo de estos
productos en cualquiera de los puntos de su cadena de
produccién-comercializaciéon (cultivo, cosecha, transporte,
almacenamiento y venta) (Kneifel et al, 2002; Codex
Alimentarius, 2014). En México, se ha documentado que
mas del 85 % de las especies que se comercializan en
los mercados locales y tiendas naturistas provienen de la
recoleccion silvestre, método que normalmente, no cuenta
con programas de manejo efectivos y carecen de control
suficiente por parte de dependencias gubernamentales (Bye
& Linares, 1990; Juarez-Rosete et al., 2013).

Dentro de los principales agentes responsables de la
contaminacién biolégica en plantas medicinales, destacan
las bacterias, los hongos y sus metabolitos toxicos. En lo que
respecta a las bacterias, el grupo de coliformes fecales, ademas
de ser un indicador de contaminacién fecal, representan un
riesgo para la salud de los consumidores, ya que en este
grupo de bacterias se consideran algunos tipos que son
causantes de enfermedades graves, por ejemplo, Escherichia
coli enterohemorragica (EHEC), especie de bacteria causante
de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico
(Momoh et al. 2011; Pullés 2014). Por otra parte, los hongos
filamentosos, son microorganismos cosmopolitas, muchos de
ellos clasificados como patégenos oportunistas para humanos,
pero que ademas bajo ciertas condiciones pueden producir
metabolitos toxicos, denominados micotoxinas, las cuales
tienen efectos tdxicos severos que estan relacionados con
enfermedades hepaticas, renales, digestivas, reproductivas,
inmunosupresoras, e incluso desarrollo de tumores (Marroquin-
Cardona et al., 2014; Kabak & Dobson, 2015; Abrunhosa et al.
2016; Peman & Quindos 2016). Por todo esto, la presencia
de este tipo de contaminantes en plantas medicinales y
productos herbolarios, representa un riesgo grave para la
salud del consumidor.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion
fue evaluar la presencia de bacterias (coliformes totales,
fecales y Escherichia coli), hongos y aflatoxinas totales
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and total aflatoxins in medicinal plants commercialized in
Tepic city, Nayarit, Mexico.

Material and Methods

This research work was carried out in the city of
Tepic, Nayarit, Mexico, which is located in western Mexi-
co (21° 30 59 and 104° 53 39) at an altitude of 920 masl,
with a warm sub-humid climate with rains in the summer.

The sampling of medicinal plants was realized inside the
city (Figure 1). A total of 28 establishments (naturist sto-
res) were previously located. Then, the people in char-
ge of those establishments were invited to participate;
they were asked, using a structured questionnaire, what
type of medicinal plant was the most commercialized
during the period of autumn-winter and spring-summer.
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en hierbas medicinales comercializadas en la Ciudad de
Tepic, Nayarit, México.

Material y Métodos

La investigacion se realizé en la ciudad de Tepic,
Nayarit, México, la cual se localiza en el Occidente de
México (21° 30 59 y 104° 53 39) a una altitud de 920 masl,
con un clima calido sub-himedo con lluvias en verano.

El muestreo de hierbas medicinales se realizé en el centro
de la Ciudad (Figura 1). Previamente se localizaron un
total de 28 establecimientos. Posteriormente, se invité a
participar en el estudio a las personas responsables de
atencién al publico en cada expendio, a los cuales se les
pregunto, a través de un cuestionario estructurado, el tipo
de hierba medicinal méas comercializado en la temporada
otofio-invierno y primavera-verano.
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Figure 1. Geographic location of Tepic, Nayarit, Mexico. Tepic city is located in the central part of the state, at the
extreme geographic coordinates 21° 51 ‘and 21° 24’ of north latitude and 104° 34 ‘and 105° 05’ of west longitude.
The sampling area of medicinal herbs in the downtown Tepic, Nayarit, delimited by Victoria, Prisciliano Sanchez,

Insurgentes Avenues and Juan Escutia Street.

Figura 1.

Localizacién geografica de Tepic Nayarit, México. La ciudad de Tepic se localiza en la parte central del

estado, en las coordenadas geograficas extremas 21° 51’y 21° 24’ de latitud norte y 104° 34’y 105° 05’ de longitud
oeste. El Area de muestreo de las hierbas medicinales en el centro de Tepic, Nayarit, delimitado por las Avenidas
Victoria, Prisciliano Sanchez, Insurgentes y calle Juan Escutia.
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According to the results, 17 establishments accepted to
participate. In each establishment, a sample was taken
from one of the three most commercialized medicinal plants
for each one of the seasons. As for the most commerciali-
zed plants during the period of autumn-winter, the sampling
was realized from January to February and as for the plants
during the period of spring-summer, the sampling was rea-
lized from August to September, 2016. The samples, co-
llected in situ, were placed in sterile plastic bags for their
transportation to the laboratory.

Microbiological analysis

For the microbiological analysis, the samples were pre-
pared according to Norma Oficial Mexicana NOM-110-
SSA1-1994. For this, 10 g of each sample were weighed
in aseptic conditions and placed in plastic bags with special
filters for peristaltic homogenizer (Stomacher, BagMixer®
400, St Nom France). Subsequently, 90 mL of phosphate-
buffered saline (PBS) solution at pH 7.4 were added and
mixed for three minutes in the Stomacher. Finally, the solu-
tion was recovered in a sterile flask (work sample).

Determination of total Coliforms bacteria (TC),
fecal coliform bacteria (FC), and E. coli

The determination of these bacterial groups was
realized according to the most probable number (MPN)
method described in CCAYAC-M-004/11.

Presumptive test. For each sample, a series of 3 tubes
with 10 mL of sterile lauryl sulfate broth (LSB) was
used, at a 1.5X concentration. Ten mL of the sample
were added to the tubes; the determination was carried
out by duplicate, in addition a positive control (tube with
E. coli) and a negative control (tube with no bacterial
inoculum) were used, in asepsis conditions. Later on,
the tubes were taken to incubation at 35 °C during a
period of 24 to 48 h.

Confirmative test. From each presumptively positive tube
(production of gas in Durham tube), Three inoculations
with bacteriological loop were transferred to the same
number of tubes containing 5 mL of Brilliant-Green
Bile Lactose Broth (BD Bioxon® Mexico) at 2 %. Each
determination was realized in duplicate; as well, a
positive control (tube with E. coli) and a negative one (not
inoculated tube) were used. Subsequently, a series of
tubes was incubated at 35 + 0.5 °C during 48 h for TC and
at the same time, another series of tubes was incubated
at 445 £ 0.2 °C in bain-marie (VWR® International,

Deacuerdoalosresultadosdelaencuesta, 17 establecimientos
aceptaron participar. En cada establecimiento se tomo
una muestra de cada una de las 3 hierbas de mayor
comercializacion para cada una de las temporadas. Para
las hierbas de mayor comercializacion durante la temporada
otofo-invierno, el muestreo se realizé durante el periodo de
enero-febrero y para las hierbas de primavera-verano, el
muestreo se realizd en el periodo de agosto-septiembre de
2016. Las muestras recolectadas in situ, se colocaron en
bolsas de plastico estériles para su transporte al laboratorio.

Analisis microbiolégico

Para el analisis microbioldgico, las muestras fueron
preparadas de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-110-
SSA1-1994. Para ello, se pesaron 10 g de cada muestra en
condiciones asépticas y se colocaron en bolsas de plastico con
filtros especiales para homogeneizador peristaltico (Stomacher,
BagMixer® 400, St Nom France). Posteriormente, se agregaron
90 mL de solucién reguladora de fosfato (PBS) a pH 7.4 y se
mezclaron durante tres minutos en el Stomacher. Finalmente,
se recupero la solucion en un frasco estéril (muestra de trabajo).

Determinacion de bacterias coliformes totales
(TC), fecales (FC) y E. coli.

La determinaciéon de estos grupos bacterianos se
realizé de acuerdo con el método de Numero Mas Probable
(MPN) descrita en CCAYAC-M-004/11.

Prueba presuntiva: Para cada muestra se utilizd una
serie de 3 tubos con 10 mL de Caldo Lauril Sulfato de
Sodio (LSB) estéril a concentracion 1.5 X. A los tubos se
adicion6 10 mL de la muestra de trabajo; la determinacion
se realizé por duplicado, ademas se cont6é con un control
positivo (tubo con E. coli) y un control negativo (tubo sin
inéculo bacteriano), esto en condiciones de asepsia.
Posteriormente, los tubos se llevaron a incubacién a 35 °C
durante un lapso de 24 a 48 h.

Prueba confirmativa: A partir de cada tubo presuntamente
positivo (producciéon de gas en la campana de Durham),
se transfirieron tres asadas a igual numero de tubos
que contenian 5 mL de Caldo Verde Brillante Bilis (BD
Bioxon® México) al 2 %. Cada determinacién se realizé
por duplicado; ademas se conté con un control positivo
(tubo con E. coli) y un control negativo (tubo sin inocular).
Posteriormente, una serie de tubos se incub6 a 35+ 0.5 °C
durante 48 h para TC y a la par, otra serie de tubos se incubd
a44.5 £ 0.2 °C en bafio Maria (VWR® International, USA)
para la determinacion de FC. Para establecer el MPN/g, se
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USA) for the determination of FC. In order to establish
the MPN/g, the corresponding tables established by
CCAYAC-M-004/11 were reviewed.

For the confirmative test of E. coli, from each one of the
samples which were positive to the FC test (formation
of gas in Durham tube), three inoculations with bacte-
riological loop were transferred in the EC-MUG4 medi-
um (4-methylumbelliferyl-beta-D-glucuronide) (Difco™,
France) and was incubated at 44.5 + 0.2 °C in bain-marie
(VWR® International, USA) during 24 h; a positive and
negative controls were used. Concluding the period of
incubation, the tubes were placed in an Ultra Violet light
Chamber (365 nm) (ChemiDoc-It? Imager, UK), in which
the presence of fluorescence was observed.

Determination of fungi

The determination of fungi was realized under
the Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994. For
this, 1 mL of the work sample was deposited in Petri
dishes using a sterile pipette for each one of them, then
20 mL of sterile acidified Potato Dextrose Agar (PDA)
(BD Bioxon®, Mexico) with tartaric acid (Fermont, Mex-
ico) were poured on them at 10 %. The dishes were
homogenized; they were left to solidify by placing them
on a cold horizontal surface. Candida spp. was used as
a positive control and a not inoculated plate as nega-
tive control. Later on, the Petri dishes were incubated
at room temperature for five days in darkness. Once the
time passed, the morphology of the mycelium colonies
was observed and described. The test was carried out
by duplicate.

For the identification of potentially aflatoxigenic fungi,
the colonies obtained in PDA agar were inoculated in
the Czapeck Yeast Extract medium (CYA) (BD Bioxon®,
Mexico) and Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
Agar (DRBC) (Difco™, France) mediums, and were later
taken to incubated at room temperature for five days in
darkness. Once passed this time, the morphology of the
obtained colonies was described and the microscopic
structures were observed with lactophenol blue (Hycel,
Mexico) at 40X. For the identification of the genera and
species of the fungi, dichotomic criteria according to
Koneman et al. (2008) were considered.

Quantification of total aflatoxins (AF)

Prior to the quantification of total aflatoxins (AF), a
methanolic extraction was performed. Briefly, 5 g of the samples

revisaron las tablas correspondientes establecidas por la
CCAYAC-M-004/11.

Para la prueba confirmativa de E. coli, de cada una de las
muestras positivas a la prueba de FC (formacién de gas en
campana de Durham), se inocularon 3 asadas en el medio
EC-MUG4 (4-metil-umbeliferil B-D-glucurénido) (Difco™,
France) y se incubaron a 44.5 + 0.2 °C en bafio Maria
(VWR® International, USA) durante 24 h; se conté con un
control positivo y un control negativo. Finalizado el periodo
de incubacion los tubos se colocaron en una camara de luz
ultravioleta (365 nm) (ChemiDoc-It? Imager, UK), en la que
se observo la presencia de fluorescencia.

Determinacion de hongos

La determinaciéon de hongos fue realizada bajo la
Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994. Para ello,
se depositd 1 mL de la muestra de trabajo en cajas de
Petri utilizando para cada una de ellas una pipeta estéril,
enseguida se vertieron 20 mL de Agar Papa Dextrosa
(PDA) (BD Bioxon®, México) estéril acidificado con acido
tartarico (Fermont, México) al 10 %. Las cajas fueron
homogeneizadas, se dejaron solidificar colocandolas sobre
una superficie horizontal fria. Como control positivo, se
utilizé Candida spp. y como control negativo una placa
sin inocular. Posteriormente, las cajas se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 dias en oscuridad. Una
vez concluido este tiempo, se observo y describié la
morfologia de las colonias miceliales. El ensayo se realizd
por duplicado.

Parala identificacién de hongos potencialmente aflatoxigénicos,
las colonias obtenidas en agar PDA fueron inoculadas en los
medios Extracto de Levadura Czapek (CYA) (BD Bioxon®,
México) y Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC)
(Difco™, France) y posteriormente llevadas a incubacion a
temperatura ambiente durante 5 dias en oscuridad. Pasado
este tiempo se describié la morfologia de las colonias obtenidas
y se observaron las estructuras microscopicas con azul de
lactofenol (Hycel, México) a 40X. Para la identificacion del
género y especie de los hongos se consideraron los criterios
Dicotémicos de acuerdo a Koneman et al. (2008).

Cuantificacién de aflatoxinas totales (AF)

Previo a la cuantificacion de aflatoxinas totales (AF),
se realizd una extraccion metandlica. Brevemente, se pesa-
ron 5 g de las muestras y se mezclaron con 25 mL de me-
tanol al 70 % en una licuadora (Osterizer®, USA) durante 3
min. La suspension obtenida se paso a través de un papel
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were weighed and mixed with 25 mL of methanol at 70 % in a
blender (Osterizer®, USA) for 3 min. The suspension obtained
was passed through a filter paper (Whatman™ No. 1, GE UK)
and the resulting solution was diluted with distilled water (1:2).

The quantification was performed by following the
manufacturers’ recommendations on the ELISA
commercial kits for total aflatoxins (RIDASCREEN®FAST
Aflatoxin R-Biopharm AG, Germany) with a detection
limit of 1.7 ppb. Firstly, the samples to be analyzed
and 50 pL of the standard solution were added to the
wells of in the microplate, then, 50 L of the conjugate
aflatoxin-enzyme and 50 pL of the antibody anti-
toxin were added. Later, the samples were mixed and
incubated for 10 min at room temperature. Next, the
content was emptied on a clean absorbent paper and
three washings were realized, adding 250 pL of the
washing solution into each well. Then, 100 yL of the
substrate (chromogen) were added into each well and
were mixed and incubated for 5 min in darkness at room
temperature. Finally, 100 yL of H,SO, were added to
stop the reaction. The absorbances of the samples were
measured at 450 nm in a microplate reader (EPOCH®,
BioTel Instruments, USA). In order to calculate the
concentration of AF in the samples, RIDA®SOFT Win
software (Germany) (Art. No. Z9999) was used.

Analysis of data

To compare the frequencies of contamination
of the medicinal plants, a chi-squared test was applied
using SigmaStat® software (see 3.5) (Jandel Scientific
Software, USA).

Results and Discussion

The consumption of medicinal plants is largely
rooted in countries influenced by ancestral cultures;
moreover, the lack of access to these systems of
institutional health and allopathic medicine, encourages the
consumption of these types of products. In addition to this,
nowadays the consumption of these types of plants has
become popular in all social levels around the world, based
on the argument that “natural means innocuous” (Devesa et
al., 2004; Enriquez et al., 2005; Marinoff, 2006).

The presence of bacteria and fungi in medicinal plants
was demonstrated in this paper, microorganisms that
besides being potential pathogens, are indicators of an

filtro (Whatman™ No. 1, GE UK) y la solucién resultante se
diluy6 con agua destilada (1:2).

La cuantificacion se realizd siguiendo las especificaciones
de los kits comerciales de ELISA para aflatoxinas totales
(RIDASCREEN®FAST Aflatoxin, R-Biopharm AG, Germany)
con un limite de deteccién de 1.7 ppb. Primeramente, se
agregaron 50 pL del estandar y las muestras a analizar
a los pocillos de la placa, enseguida se agregaron 50 pL
del conjugado aflatoxina-enzima y 50 pL del anticuerpo
anti-aflatoxina. Posteriormente, se mezclaron e incubaron
las muestras durante 10 min a temperatura ambiente. A
continuacién, se vacié sobre un papel absorbente limpio y
se realizaron tres lavados, adicionando 250 pL de solucién
de lavado a cada pocillo. Después, se agregaron 100 pL
del substrato (cromégeno) a cada pocillo y se mezclaron e
incubaron 5 min en la oscuridad a temperatura ambiente. Por
Ultimo, se agregaron 100 pL de H,SO, para detener la reaccion.
Las absorbancias de las muestras se midieron a 450 nm en
un lector de microplacas (EPOCH?®, BioTek Instruments, USA).
Para calcular la concentracion de AF en las muestras, se utilizo
el software RIDA®SOFT Win (Germany) (Art. No. Z9999).

Analisis de datos

Para comparar las frecuencias de contaminacion
de las hierbas medicinales se aplicdé una prueba de chi
cuadrada utilizando el software SigmaStat® (versiéon 3.5)
(Jandel Scientific Software, USA).

Resultados y Discusion

El consumo de las hierbas medicinales esta
sumamente arraigado en paises con gran influencia de
culturas ancestrales; ademas la falta de acceso a los sistemas
de salud institucional y medicina alépata favorece el consumo
de este tipo de productos. Aunado a lo anterior, actualmente el
consumo de este tipo de plantas se ha popularizado en todos
los estratos sociales alrededor del mundo, bajo el argumento
de que “lo natural es inocuo” (Devesa et al., 2004; Enriquez et
al., 2005; Marinoff, 2006).

En este trabajo se demuestra la presencia de bacterias y
hongos en plantas medicinales, microorganismos que
ademas de ser potencialmente patégenos, son indicadores
del manejo inadecuado y grado de inocuidad de los
productos. Por otra parte, también se evidencié la presencia
de aflatoxinas, metabolitos producidos por ciertas especies
de hongos, con propiedades carcinogénicas.
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incorrect handling and level of innocuousness of the
products. On the other hand, the presence of aflatoxins,
metabolites produced by certain species of fungi with
carcinogenic properties, was evidenced here. For
this study, 28 establishments dedicated to the selling of
medicinal plants and located in downtown Tepic, Nayarit
were asked to participate; 17 of them accepted to provide
information and participate on this research.

According to the data obtained from the surveys, the three
most commercialized medicinal plants during autumn-
winter period were “gordolobo,” also known as common
mullein (Verbascum thapsusL.), “eucalyptus” (Eucalyptus
mellidora L.) and “hierba del zorrillo” a.k.a. petiveria
(Petiveria alliacea L.), which were collected in the period
of January-February 2016, while in the period of spring-
summer, the most commercialized medicinal plants were
“cola de caballo” (Equisetum arvense L.), “cafia agria”
(Costus spicatus L.) and “guamara” (Bromelia pinguin
L.) collected in the period of August-September 2016
(Table 1). From the 17 participant stores, according to
the existence of plants of the moment of the sampling, 83
samples were collected: 16 of gordolobo, 15 of eucalipto,

Para este estudio, se localizaron 28 establecimientos
dedicados a la venta de hierbas medicinales en la zona
centro de la ciudad de Tepic, Nayarit, México, de los cuales
17 accedieron a proporcionar informacion y participar en la
presente investigacion.

De acuerdo a la informacion obtenida en las encuestas,
las 3 hierbas medicinales de mayor comercializacion
durante la temporada de otofio-invierno fueron “gordolobo”
(Verbascum thapsus L.), “eucalipto” (Eucalyptus melliodora
L.) y “hierba del zorrillo” (Petiveria alliacea L.), las cuales
se recolectaron en el periodo de enero-febrero de 2016,
mientras que en la temporada primavera-verano fueron “cola
de caballo” (Equisetum arvense L.), “cafia agria” (Costus
spicatus L.) y “guamara” (Bromelia pinguin L.) recolectadas en
el periodo de agosto-septiembre de 2016 (Tabla 1). De los 17
expendios participantes, de acuerdo a la existencia de hierbas
en el momento del muestreo, se colectaron 83 muestras: 16
de gordolobo, 15 de eucalipto, 11 de hierba del zorrillo, 15 de
cola de caballo, 15 de cana agriay 11 de guamara.

muestras  analizadas,

De las 43/83 presentaron

contaminacion por coliformes totales, 10/83 por coliformes

Table 1.
Medicinal herbs of greater marketed in Tepic, Nayarit, Mexico in autumn-winter
and spring-summer season.
Tabla 1.
Hierbas medicinales de mayor comercializacion en Tepic, Nayarit, México en la
temporada otofo-invierno y primavera verano

Part of the plant mar-

Plant presentation

Season Medicinal herbs keted and analyzed for sale Therapeutic use
Gordolobo
. (V. Thapsus L.) Flowers and leaves Dry RD
[y o
EL Eucalipto
25 (E. melliodora L) Leaves Dry RD
< H. del Zorrill
. del Zorrillo
(P. alliacea L.) Roots and leaves Dry RD
N Cola de caballo
2 (E. arvense L.) Full plant Fresh uD
g Cafia agri
> gria
‘g) (C. spicatus L.) Stem Fresh uD
£ .
& Guamara Eruit Frosh D

(E. penguin L.)

*RD=Respiratory tract diseases; UD= Urinary tract diseases.

*RD= enfermedades del tracto respiratorio; UD= enfermedades del tracto urinario.
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11 of hierba del zorrillo, 15 of cola de caballo, 15 of cafia
agria and 11 of guamara.

From the analyzed samples, 43/83 presented
contamination by total coliforms, 10/83 by fecal coliforms
and 5/83 by E. coli. The proportion of positive samples
for TC was the following: “cola de caballo” (10/15),
“gordolobo” (10/16), “hierba del zorrillo” (7/11), “guéamara”
(7/11), “eucalipto” 5/15) and “cafia agria” (2/15); this
last plant presenting less frequency of contamination in
comparison to the rest (p<0.05).

As to the contamination by FC, the plant with higher
frequency of contamination by these types of bacteria,
was ‘hierba del zorrillo” (4/11), followed by “cola de
caballo” (3/15), “gordolobo” (2/16) and “eucalipto”
(1/15), while, as for “cafa agria” and “guamara,” the
presence of these bacteria was not detected. On the
other hand, the presence of E. coli was only detected
in samples of “hierba del zorrillo” (4/11) and “gordolobo”
(1/16) (Table 2).

fecales y 5/83 por E. coli. La proporcion de muestras
positivas para TC fue la siguiente: “cola de caballo”
(10/15), “gordolobo” (10/16), “hierba del zorrillo” (7/11),
“guamara” (7/11), “eucalipto” (5/15) y “cafa agria” (2/15);
ésta ultima planta fue la que presenté menor frecuencia de
contaminaciéon en comparacion con el resto (p<0.05).

En cuanto a la contaminacion por FC, la hierba con ma-
yor frecuencia de contaminacion por este tipo de bacterias
fue “hierba del zorrillo” (4/11), seguida de “cola de caballo”
(3/15), “gordolobo” (2/16) y “eucalipto” (1/15), mientras que
en “cafa agria” y “guamara” no se detectd presencia de
este tipo de bacterias. Por otro lado, la presencia de E. coli
solo se detect6 en muestras de “hierba del zorrillo” (4/11) y
“gordolobo” (1/16) (Tabla 2).

Por lo tanto, los datos obtenidos en el presente trabajo
indican que en 51.8 % de las muestras analizadas se detectd la
presencia de TCy en 12 % se detectaron FC. Lo anterior indica
que las plantas medicinales analizadas no tienen un manejo
adecuado o han estado en contacto con materia fecal. La

Table 2.
Microbiological analysis of medicinal herbs of greater marketed in Tepic, Nayarit, Mexico.
Tabla 2.
Analisis microbiolégico de hierbas medicinales de mayor comercializacién en Tepic, Nayarit, México.
Total coliforms F_ecal E. coli
coliforms
Season  Medicinal herbs
>10
PPS PPS PPS
MPN/g*
Gordolobo
] 10/16 10/16 2/16 1/16
b (V. thapsus L.)
= Eucali
pto
- 5/15 5/15 1/15 ND
£ (E.melliodora L.)
=
5 H. del zorrillo
< ) 711 7M1 4/11 4/11
(P. alliacea L.)
Cola de caballo
_ (E. arvense L.) 12/15 12/15 3/15 ND
=) ﬂé Car i
< ana agria
% g (C. spicatus L.). 2/15 2/15 0/15 ND
(7]
Guamara
(B. penguin L) 7111 4/11 0/11 ND
Total of contaminated samples 43/83 40/83 10/83 5/83

PPS= Proportion of positive samples, *proportion of samples with MPN/g>10, ND= Not Detectable.
PPS= Proporcion de muestras positivas, *proporcion de muestras con MPN/g>10, ND= No detectable.
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Therefore, data obtained in the present work indicated
that presence of TC was detected in 51.8 % of the
analyzed samples, and FC in 12 % of them. The
aforementioned indicates that analyzed medicinal plants
were not properly handled or have been in contact with
fecal matter. The biological contamination of this type of
products can present at different stages throughout their
production process (cultivation, harvest, transportation,
storing, packaging and point of sales). According to
Kneifel et al. (2002), the critical points where a major risk
of bacterial contamination exists for this type of products,
are during cultivation and harvest.

From the 43 samples with presence of TC, only 3
presented values <10 MPN/g, which is a limit value of
microbiological specifications for tea and infusion of
plants (NORMA Oficial Mexicana NOM-218-SSA1.2011;
CODEX STAN 192-1995). Therefore, 40 samples were
exempt of these specifications, aside from these samples,
9 presented FC and 5 presented contamination by E.
coli. Therefore it is considered that this type of medicinal
plants represents a potential risk for consumers’ health.
As well, the presence of FC and E. coli in this type of
samples evidenced the possibility that other etiological
agents of infections for human beings, such as Shigella
and Salmonella, among others, could be present.

With respect to the determination of fungi, from the 6
types of plants analyzed, 5 resulted multi-contaminated
by more than one species of fungi. “Gordolobo” and
“cola de caballo” were the plants with the most mycotic
contamination (5 genera of fungi of each one), followed
by “cafa agria” (4 genera), “eucalipto” (3 genera) and
“hierba del zorrillo” (2 genera), while “guamara” was
only contaminated by one type of fungus. Fungus
genus the most frequently found in the analyzed plants
was Aspergillus spp (24/83), followed by Penicillum
spp (19/83), Rhizopus spp (19/83), Mucor spp (4/83),
Paecilomyces spp (3/83), Fusarium spp (2/83) and
Alternaria spp (2/83) (Table 3). This way, the most
frequent fungi in the analyzed samples were Aspergillus,
Penicillium and Rhizopus (p<0.001), compared to the
rest of the genera identified.

Due to the fact that Aspergillus genus is a potent
producer of aflatoxins, its species were identified. From
the 24 samples contaminated by this fungus, A. niger
was isolated in 19 samples, A. fumigatus in 3 and A.
terreus in 2 (Table 4).

contaminacién bioldgica en este tipo de productos puede
presentarse en diferentes fases a lo largo de su proceso de
produccion (cultivo, cosecha, transporte, almacenamiento,
empagque y puntos de ventas). De acuerdo con Kneifel et al.
(2002) los puntos criticos en donde existe un mayor riesgo
de contaminacién microbiana para este tipo de producto,
son durante el cultivo y cosecha.

De las 43 muestras con presencia de TC, solo 3
presentaron valores <10 MPN/g, el cual es un valor limite
de especificaciones microbiolégicas para té e infusiones de
hierbas (NORMA Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011;
CODEX STAN 192-1995). Por lo tanto, 40 muestras estan
fuera de estas especificaciones, ademas de estas muestras,
9 presentaron FC y 5 presentaron contaminacién por
E.coli. Por lo cual se considera que este tipo de hierbas
medicinales representan un riesgo potencial para la salud
del consumidor. Asi mismo, la presencia de FC y E.coli en
este tipo de muestras evidencian la posibilidad de que estén
presentes otros agentes etiolégicos de infecciones para el
ser humano, tales como Shigella y Salmonella entre otros.

Con respecto a la determinacion de hongos, de los 6 tipos
de hierbas analizadas, 5 resultaron multicontaminadas
por mas de una especie de hongo. “Gordolobo” y “cola de
caballo” fueron las hierbas con mayor contaminacion micética
(5 géneros de hongos cada una), seguida de “cafia agria”
(4 géneros), “eucalipto” (3 géneros) y “hierba del zorrillo” (2
géneros), mientras que “guamara” s6lo estuvo contaminada
por un tipo de hongo. El género de hongo que se encontré con
mayor frecuencia en las hierbas analizadas fue Aspergillus
spp (24/83), seguido de Penicillum spp (19/83), Rhizopus spp
(19/83), Mucor spp (4/83), Paecilomyces spp (3/83), Fusarium
spp (2/83) y Alternaria spp (2/83) (Tabla 3). De esta manera,
los hongos mas frecuentes en las muestras analizadas fueron
Aspergillus, Penicillium y Rhizopus (p<0.001), comparado
con el resto de los géneros identificados.

Debido a que el género Aspergillus es un potente produc-
tor de aflatoxinas, se identificaron sus especies. De las 24
muestras contaminadas por este hongo, en 19 muestras se
aislé A. niger, en 3 muestras A. fumigatus y en 2 muestras
A. terreus (Tabla 4).

En un reporte sobre hierbas medicinales realizado por
Bugno et al. (2006), en Sao Paulo Brasil, encontraron que
mas del 50 % de las muestras estuvieron contaminadas
por diversos hongos, pasando el limite permitido por la
farmacopea de los Estado Unidos. La carga dominante fue
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Fungi found in medicinal herbs of greater marketed in Tepic, Nayarit, Mexico.

Tabla 3.

Hongos encontrados en hierbas medicinales de mayor comercializacion en Tepic, Nayarit, México.

N° of samples contaminated by fungi

s Medicinal
eason herbs Aspergillus  Penicillum Fusarium Alternaria Rhizopus Paecilomy-
Mucor spp
spp spp spp spp spp ces spp
. Gordolobo
g (V. thapsus L.) 8/16 6/16 ND ND 5/16 2/16 116
3 .
E Eomdimdoily 915 115 ND ND ND 115 ND
E . .
5
< z"P- ‘i?,'lazggg"f) ND ND 1111 ND ND 1111 ND
= Cola de caballo
g (E. arvense L) 7/15 7/15 115 115 6/15 ND 2/15
£
‘3 Cafia agria
: : 6/15 5/15 ND 115 3/15 ND ND
g (C. spicatus L.).
%  Guamara ND ND ND ND 5/11 ND ND
(B. penguin L.)
*ND= Not detectable.
*ND= No detectable.
Table 4.
Species of Aspergillus identified in medicinal herbs of greater marketed in Tepic, Nayarit, Mexico.
Tabla 4.

Especies de Aspergillus identificados en hierbas medicinales de mayor
comercializacion en Tepic, Nayarit, México.

Season Medicinal herbs A. niger A. terreus A. fumigatus
- Gordolobo (V. thapsus L.) 6 1 1
[]
£
;& Eucalipto (E. melliodora L.) 3 ND ND
£
2
2 H. del zorrillo (P. alliacea L.) ND ND ND
5 C. de caballo (E. arvense L.) 5 1 1
E
‘3 Caiia agria (C. spicatus L.). 5 ND 1
o
£
& Guamara (B. penguin L.) ND ND ND

Total of contaminated herbs 19 2 3

*ND= Not detectable
*ND= No detectable
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In a report about medicinal plants realized by Bugno et
al. (2006), in Sao Paulo, Brazil, they found that more
than 50 % of the samples were contaminated by diverse
fungi, exceeding the limit allowed by the pharmacopoeia
of the United States. The dominant load was Aspergillus
followed by Penicillum, which were similar results to
those found in this study (Bugno et al., 2006). Other
reports have also demonstrated that in medicinal
plants, the genera Penicillum, Aspergillus niger and
Fusarium can be found more frequently (Abou-Arab et
al., 1999), being these genera considered as storage
fungi, since during this stage, the possibility of its
incidence increases, due to the fact that its growth
mainly depends on temperature and relative humifity
(Rodriguez-Tito et al., 2012).

Aspergillus is a potent producer of mycotoxins,
therefore when identifying the species in the analyzed
samples, and when finding A. niger (presentin 19 of 24
samples), followed by A. fumigatus (present in 3 of 24
samples) and A. terreus (found in 2 of 24 samples), it
suggested that the environmental conditions of storing
of the medicinal plants were proper for the growth of
these fungi and the production of its toxins. Similar
studies demonstrated that the species of Aspergillus
genus potentially mycotoxic were: flavus, parasiticus,
ochraceus niger and fumigatus (Bugno et al., 2006).
However, About-Arab et al. (1999), found only the
species A. ochraceus and A. niger with the capacity of
producing mycotoxins in medicinal plants.

With respect to the determination of aflatoxins, the results
indicated that from the 83 analyzed samples, 37 were
positive (44.6 %). From these 37 positive samples, 18 (21.7
%) presented levels above the allowed limits (>20ppb) (FAO,
2003). In this sense, the samples of “eucalipto” (100 %) and
“gordolobo” (93.8 %) were the plants with the highest quantity
of AF, followed by “cola de caballo” (26.6 %), “cafa agria”
(13.3 %) and “hierba del zorrillo” (9 %), while in the samples of
“guamara,” no presence of AF was detected (Table 5). When
analyzing the frequency of positive samples for this group of
mycotoxins, the statistical analysis indicated higher frequency
for this type of contaminant in “eucalipto” and “gordolobo”
(p<0.001) in comparison to rest of analyzed plants.

Studies carried out by Bugno et al. (2006) found
specifically that 27.6 % of A. flavus has the capacity of
producing AFB, 0 AFB, + B,, while 45.5 % of A. parasiticus
has the capacity of producing AFB,, B,, G, and G,, which

Aspergillus seguido de Penicillum, los cuales son resultados
similares a los encontrados en este estudio (Bugno et
al., 2006). Otros reportes, también han demostrado que
en plantas medicinales pueden encontrarse con mayor
frecuencia los géneros Penicillum, Aspergillus niger y
Fusarium (Abou-Arab et al., 1999). Siendo estos géneros
considerados como hongos de almacenamiento, por lo
que, durante esta etapa, puede aumentar las posibilidades
de su aparicién, debido a que su crecimiento depende
principalmente de temperatura y humedad relativa
(Rodriguez-Tito et al., 2012).

Aspergillus es un potente productor de micotoxinas, por lo
que, al identificarse las especies en las muestras analizadas,
y encontrarse A. niger (presente en 19 de 24 muestras),
seguido de A. fumigatus (presente en 3 de 24 muestras) y
A. terreus (presente en 2 de 24 muestras), sugiere que las
condiciones ambientales de almacenamiento de las hierbas
medicinales eran propicias para el crecimiento de estos
hongos y la produccion de sus toxinas. Estudios similares
demostraron que las especies del género Aspergillus
potencialmente micotoxicas son: flavus, parasiticus,
ochraceus, niger y fumigatus (Bugno et al., 2006). Sin
embargo, Abou-Arab et al. (1999), encontraron Unicamente
las especies A. ochraceus y A. niger con capacidad de
producir micotoxinas en plantas medicinales.

Con respecto a la determinacion de aflatoxinas, los resultados
indicaron que, de las 83 muestras analizadas, 37 fueron
positivas (44.6 %). De éstas, 18 (21.7 %) presentaron niveles
por arriba de los limites permisibles (>20ppb) (FAO, 2003).
En este sentido, las muestras de “eucalipto” (100 %) y
“gordolobo” (93.8 %) fueron las hierbas con mayor cantidad
de AF, seguidas de “cola de caballo” (26.6 %), “cafia agria”
(13.3 %) y “hierba del zorrillo” (9 %), mientras que en las
muestras de “guamara” no se detectd presencia de AF (Tabla
5). Al analizar la frecuencia de muestras positivas para este
grupo de micotoxinas, el analisis estadistico indic6 mayor
frecuencia de este tipo de contaminante en “eucalipto” y
“gordolobo” (p<0.001) en comparacién con el resto de las
plantas analizadas.

Estudios realizados por Bugno et al. (2006) encontraron
especificamente que el 27.6 % de A. flavus tiene la capacidad
de producir AFB, o AFB, + B,, mientras que el 45.5 % de A.
parasiticus tiene la capacidad de producir AFB,, B,, G, y Gz, lo
que demuestra que la presencia de hongos implica un riesgo
potencial para la produccién de micotoxinas, especialmente
durante el almacenaje prolongado en condiciones inadecuadas
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Table 5.
Quantification of total aflatoxins in samples of medicinal herbs of greater marketed in Tepic, Nayarit, Mexico.
Tabla 5.
Cuantificacion de aflatoxinas totales en muestras de hierbas medicinales de
mayor comercializacion en Tepic, Nayarit, México

Contaminated

Season Medicinal herbs Positive samples samples X Range
(>20 ppb)
Gordolobo
5 (V. thapsus L.) 15/16 2/15 26.34 5.6-37.2
£
1 Eucalipto 15/15 14115 25075  2.13-960.1
g (E. melliodora L.) . . .
2
H. del zorrillo
(P. alliacea L.) 1 01 - -
Cola de caballo
5 (E. arvense L.) 4/15 2/4 21 4.94-41.76
£
E -
7 Cana agria 2/15 02 2,61 2.45.2.78
& (C. spicatus L.).
£
& cus
uamara
(B. penguin L.) ND - - -
Total 37 18 - -

*ND= Not detectable
*ND= No detectable

demonstrated that the presence of fungi involved a potential risk
for the production of mycotoxins, especially during prolonged
storage in inadequate conditions and without temperature
control. In this sense, obtained data in this work, pointed out
that the number of samples of “gordolobo” and “eucalipto”
contaminated by Aspergillus genus is lower with respect to the
number of positive samples for total AF. These data suggested
that the chemical components like the essential oils present
in “gordolobo” and “eucalipto” can inhibit the growth of fungi.
There are studies performed with the extract of essential oil of
“eucalipto,” where the inhibition of growth of Aspergillus section
flavi (A. parasiticus and A. flavus) was observed (Kneifel et al.,
2002; Elshafie et al., 2002; Bluma et al., 2008).

Conclusion

The present research demonstrated the
presence of biological contaminants (coliforms bacteria,

y sin control de temperatura. En este sentido, los datos
obtenidos en este trabajo, sefialan que el numero de
muestras de “gordolobo” y “eucalipto” contaminadas
por el género Aspergillus es menor respecto al numero
de muestras positivas para AF totales. Estos datos
sugieren, que los componentes quimicos como los aceites
esenciales presentes en “gordolobo” y “eucalipto” pueden
inhibir el crecimiento fungico. Existen estudios realizados
con extracto de aceite esencial de “eucalipto”, donde se
observd la inhibicién del crecimiento de Aspergillus seccion
flavi (A. pasasiticus y A. flavus) (Kneifel et al., 2002; Elshafie
et al., 2002; Bluma et al., 2008).

Conclusion
La presente investigacion demuestra la presencia

de contaminantes biolégicos (bacterias coliformes, hongos
y micotoxinas) en hierbas medicinales con potencial
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fungi and mycotoxins) in medicinal plants with infectious,
toxic and in extreme cases, carcinogenic potential. Therefore
it is indispensable that competent authorities effectively and
strictly regulate the selling process of these products, but
also their processes of cultivation, harvest, and storage,
which are critical points to ensure their innocuousness.

infeccioso, tdxico y en casos extremos carcinogénicos. Por
lo que es indispensable que las autoridades competentes
regulen de manera estricta el proceso no sélo de venta
de estos productos, sino también los procesos de cultivo,
cosecha y almacenamiento de los mismos, puntos criticos
para asegurar su inocuidad.
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