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RESUMEN

La leucoencefalomalacia (LEM) y el edema cerebral (BC) -
son enfermedades que se presentan en caballos y asnos, ori
ginéndose como resultado 'de una micotoxicosis debida al _
consumo de alimento, principalmente mafgz, contaminado con

los hongos Fusarium moniliforme y F. subglutinans. El fac-

tor patolégico que origina estas enfermedades es una mico-
toxina producida por estos hongos, la cual se desconoce
asi como el mecanismo por el cual ésta induce el proceso _
patolégico. Algunos investigadores (Kriek et al., 1981 y
Marasas et al.,1984) han llegado a mencionar a la micoto-
xina moniliformina como el posible factor patolégico.

Las lesiones causadas por esta enfermedad son a nivel de
sistema nervioso central, principalmente em el cersbro, ¥y
ge caracterizan por un reblandecimiento debido a necrosis
de tipo licuefactivo (malacia) limitado a la substancia
blanca de wno o ambos hemisferios cerebrales con la conse-
cuente formacién de cavidades en el cerebro. Este proceso -
degenerativo va acompafiado de congestién, hemorragias, ede
ma (infiltracién de 1fquido intersticial) y lesiones en 4r
ganos viscerales, principalmente en el higado.

En México,en los ltimos afios,se ha incrementado el nime
ro de reportes de brotes de encefalopatfas de equinos, los
cunles han sido atribuidos a virus gin considerar una toxi
cosis. El presente trabajo se realizé para identificar los
hongos y sus micotoxinas como posibles responsables de es
tas enfermedades.

Se analizé la micoflora de alimento contaminado proceden
te de lugares donde se reportaron brotes de LEM y EC equi-
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no. Se utilizaron 3 medios de oultivo Papa-Dextrosa-Agar
(PDA), Papa-Sucrosa-Agar (PSA) y Cloruro de Potasio-Agar
(XCl-Agar) para induecir esporulacién en el hongo. Se rea-
1iz6 la extraccién de micotoxinas por las técnicas de 3to
loff et al. (1971), Thomas et al. (1975) y Romer (1986).
Se identificaron las micotoxinas por cromatografia de _
capa fina (7CPF), espectroscopia infrarroja y espectrome--
tria de masas. Ademéds se realizé la prueba biolégica en
caballos y asnos utilizando las micotoxinas encontradas.
En el andlisis e identificacién de 1la micofloras se en-
contré a los hongos Pusarium moniliforme, P. subglutinans

y P. anthophilum.

Se encontraron 2 tipos de micotoxinas que correspondie-

ron a tricotecenos tipo B en la CCF. Bsta técnica y 1la

espectroscopia infrarroja mostraron la presencia de 1la

micotoxina Pusarenons X. Los estudios realizados mostra-
ron que la micotoxina moniliformina no est§ implicada en
estas enfermedades.

Se encontré a la micotoxina identificada como Pusareno-
na X responsable del edema cerebral equino al reproducir
la enfermedad en la prueba biolégica,al dosificar con es-
te micotoxina.

No se pudo reproducir la leucoencefalomalacia en 1la
prueba bioldgica,
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SUMMARY

The leucoencephalomalacia (LEM) and brain edema (BE) are
diseases present in horses and donkeys,which originate as a
result of a mycotoxicoses due to the consumption of feed,
mainly corn, contaminated with the fungi Pusarium monili-—--
forme and F. subglutinans. The pathological factor that -
originates these diseases is a mycotoxin produced by the-

se fungi, this mycotoxin is unlmown as well as the mecha--

nism of the pathological process, Some researchers (Kriek
et al., 1981 and Marasas et al., 1984) have mentioned moni

liformin as the possible pathological factor.

The lesions caused by this disease are in the central -
nervous system, mainly brain, and are characterized by a
softening due to a liquid necrosis (malacia) in the white
substance of one or both brain hemispheres, with the -~
conducive formation of caves in the brain. This degenerati
ve process goes together with congestion, hemorrhages, ede
ma (infiltration of interstitial liquid) and lesions in -
the visceras, mainly in liver,

In Mexico, the number of reports of equine encephalopa--
thies have increased in the last years, and had been -
attributed to a virus without consideration of a toxin.

‘This work was made to identify the fungi and their -
mycotoxins,that are responsible of these diseases and to -
show the presence of them in Mexico.

The mycoflora of the contaminated feed that caused LEM
and BE were analyzed, Three different culture media were
used, Potato-dextrose-agar (PDA), Potato-sucrose-agar -
(PSA) and Potassium Chloride-~agar (KClL medium) to induce



esporulation of the fungi. The extraction of mycotoxins
was made with the Stoloff et al. (1971), Thomas et al.
(1975) and Romer (1986) techniques. The mycotoxins were
identified by thin layer chromatography (TLC), infra-red
espectroscopy and mass espectrometry. The biological -
test was done also using horses and donkeys treated with
the found mycotoxins.

In the analysis and identification of the mycoflora -

the fungi Pusarium moniliforme, F. subglutinans and P.

anthophilum were found.

Two types of mycotoxins were found and they correspon
ded to type B trichothecenes in TLC, this technic and
the infra-red espectroscopy showed the presence of Pusa
renone X. The fulfilled studies showed that moniliformin
is not the cause of these diseases.

The found mycotoxin , responsible of brain edema , was
identified as Pusarenone X,when this mycotoxin was dosi
fied to horses and donkeys the reproduction of brain
edema was clear.

The LEM could not be reproduced.
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INTRODUCCTIOR

Restos fésiles prueban que la familia equine habité el
continente Americano durante el periodo Terciario, sin -
embargo, cuando Coldn descubrié América en 1942, no habia
caballos en este continente. No se tiene una explicacién
contundente del por qué su desaparicién fue completa y si
bita, sin embargq,se piensa que antes de su extincién en
el Nuevo Mundo algunos emigraron hacia Asia y Europa por
el estrecho de Bering (Ensminger, 1973).

Estos emigrantes formaron la estirpe salvaje europea de
la cual desciende la familia equina de hoy, y el mismo 1i
naje también poblé a Africa con sus asnos y cebras (Eng-—-
minger, 1973).

Ta familia equina estd integrada por el caballo, el asno,
la mula y la cebra; de estos, las especies que han sido do

mesticadas por el hombre son el Equus caballus, el caballo,

el Equus asinus, el asno o burro, y la mula, especie hibri
da resultante de la cruza de yegua con burro.

La posicién taxondmica del género Equus segin Young, -
1985, es:

Reino: Animal
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Clage: Mammalia
Pamilia: Bquidae
Género: Equus
De los equinos dominados, el més importante y relevante
ha sido sin duda el caballo.
Fl hombre del paleolitico desde hace 25 000 afios utiligé



primero al caballo como fuente de alimentos y lo domesticé
hace 5 000 afios, después de los bovinos, 1o0s ovinos y los
caprinos (Ensminger, 1973).

Los caballos fueron domesticados primero en el Asia Cen-
tral antes del afio 3000 A.C., posteriormente fueron utili-
zados por los egipcios y los griegos. Desde Grecia el caba
1lo fue llevado a Roma y de allf a toda Europa, asi, antes
de la era cristiana el caballo ya se habfa difundido por
todo el continente Burcasidticoafricano (mEnsminger, 1973).

El asno fue domesticado en un principio por los egipeios
¥y propagado desde Egipto hacia el suroeste de Asia antes
del affo 1 000 A.C. Se introdujo a Europa a principios de
la era cristiana.

El caballo fue introducidec a América hace mds de 400 afios
por los conquistadores espafioles, en un principio para la
conquista de México, después fueron difundidos por todo el
continente por las expediciones espafiolas y los misioneros
catélicos,

La utilizacién del caballo por el hombre en un principio
fue para la alimentacién, después de la domesticacién 1lo
utilizé para carga y montura, posteriormente lo adapté pa-
ra tirar de¢ vehiculos pasando a ser un elemento indispensa
ble para el transporte e imprescindible para las guerras,
su uso se extendid a las labores agricolas. Otro uso muy -
importante que se le ha dado hasta nuestros dfas es en los
deportes, como antecedente, los griegos introdujeron al ca
ballo en los juegos de carreras de carros y de caballos -
montados (Ensminger, 1373).

Tos caballos alcanzaron su mayor auge en el siglo XIX y
deade principlos del siglo XX han sufrido un continue -



descenso, oonsecuencia de la progresiva mecanizacién (Ens-—
minger, 1973). En los afios 1934~38 se contaba con 96 millo
nes de caballos en el mundo, y en la actualidad se calou-
lan sélo 50 millones, no obstante su gran importancia en -
los deportes y en la mejora de razas puras,

Su utilizacién en transporte, carga y labores agricolas
ha continuado en medios rursles de pafses no industrializa
dos que no cuentan con medios econémicos para mecanizar -~
sus actividades agricolas.

Antecedentes histéricos:

La leucoencefalomalacia equina (LEME) es una enfermedad
que tiene los primeros reportes en Estados Unidos desde -
1850, También se ha reportado en China, Grecia, Sudéfrica
¥ Alemania,

Buckley y MacCallum, en 1901, reportaron una enfermedad
en caballos en Maryland, E.U., similar a la leucoencefalo-
malacia equina a la cuzl llamaron "Enfermmedad del mafz mo-
hoso".

Butler, en 1902, reporté la muerte de un equino causada
por el consumo de mafz mohoso, y al estudiar el cerebro en
contrd licuefaccién cerebral.

Graham, en 1935, reporté una epidemia de encefalomielitis
en el estado de Tllinois, E.U., en donde murieron més de
5 000 caballos. También menciona un brote similar en 1893
¥y 1914, donde se agsocié la enfermedad con el alimento a ba
se de mafz. La enfermedad fue llamada de diferentes mane-

ras: forraje venenoso, enfermedad del mafz mohoso, enferme



dad de la cafiuela, encefalomielitis equina, meningitis ce-
rebroegpinal y cerebritis. Pensé en la presencia de un vi-
rus como agente causal pero los resultados negativos de la
inoculacién con suspensiones de tejido cerebral de anima
les muertos por la enfermedad, en animales de laboratorio,
evidenciaron que ésta no estaba asociada con virus.

Schwarte et al., em 1937, reportaron en Xowa, E.U. la -
muerte de equinos, los cuales presentaron manifestaciones
de desdrdenes nerviosos y al examinar los cerebros encon-
traron licuefaccién y desintegracién de la substancia blan
ca on los hemisferios cerebrales, ademés de 4reas hemorrd-
gicas y edematosas. Atribuyeron la enfermedad al envenena=-
miento por mafz mohoso sl reproducirla bajo condicicnes ex
verimentales y propusieron la existencia de agentes téxicos
producidos por microorgenismos como responsables de esta
aceidn.

Van der Walt y Steyn, en 1943, describieron un sindrome
neurotéxico en caballos en Transvaal, Sudéfrica, caracteri
zado por lesiones cerebrales, dafios hepdticos, edema y he-
morragias. Atribuyeron la toxicosis al consumo de frijol -
dulce (Phageolus vulgaris) y paja contaminada con Pusarium

moniliforme.

Badiali et al., en 1968, reportaron une muerte epidémica
en asnos ocurrida en Egipto, y citan brotes anteriores en
1957, 1965 y 1966. En estudios de los cerebros de asnos -
muertos encontraron lesiones licuefdcticas en la substancia
blanca, asi como hemorragias y edema. Reprodujeron la en-
fermedad bajo condioiones experimentales nombréndola ence-
falomalaoia equina e involucraron a una micotoxicosis pro-

ducida por el maiz mohoso como causa de &sta, descartando .



a virus, bacterias y protozoarios como agentes causales.

Wilson y Maronpot, en 1971, aislaron el hongo Pusarium -
moniliforme de mafz mohoso que causé leucoencefalomalacia
en asnos egipcios, evidenciando a éste como productor de
la toxina causante de la enfermedad. Reprodujeron los sin-
tomas en asnos, siendo las lesiones cerebrales tipicas de
la leucoencefalomalacia, ademds mostraron que otros anima-
les no equinos (gellinas, ratas, cerdos, himsters, ratones
y conejos) no fueron afectados al consumir alimento infec-
tado con el hongo y reportaron que los equinos de mayor -~
edad eran los més susceptibles.

Kellermen et al., en 1972, aislaron el hongo F. monilifor-
me de mafz que causé leucoencefalomalacia en caballos en -
Suddfrica y manifestaron que la causa se debe a metabolitos
téxicos producidos por F. moniliforme. Trataron de reprodu
cir los sintomas experimentalmente, obteniendo unicamente
lesiones hepéticas.

Kriek et al., en 1981, trataron de reproducir los sinto-
mas de la leucoencefalomalacia en caballos, cerdos, ovejas,
ratas y mandriles a partir de alimento contaminado con P.
moniliforme aislado de maf{z mohoso proveniente de brotes -
de leucoencefalomalacia en Suddfrica. Observaron lesiones
cerebrales Wnicamente en los caballos y lesiones en higado,
rifién y corazdn en los demés animales. También implicaron
como pogible causa & la toxina moniliformina producida por
este hongo.,

Correa et al., en 1982, reportaron un brote de leucoence
falomalacia equina en Brasil; aislaron a P. moniliforme de
mafz mohoso y en los estudios histopatolégicos de los cere
broas de equinos encontraron las lesiones tipicas de la en-



fermedad.

Sénchez et al., en 1987, realizaron estudios anatomopato
16gicos de equinos procedentes de Xochimilco, D.P. en Méxi
co, los cuales murieron con sintomas de leucoencefalomala-
cia. Encontraron lesiones cerebrales ademds de lesiones en
higado y rifién.

Sintomas:

La leucoencefalomalacia es una enfermedad que se presenta
en caballos y asnos, originéndose como resultado de una mi-
cotoxicosis debida al consumo de alimento, prinoipalmente -

mafz, contaminado con el hongo Pusarium moniliforme Sheldon.

Se desconoce la toxina producida por este hongo y el meca==-
nismo por el cual ésta induce el proceso patolégico. Algunos
investigadores han llegado a mencionar a la micotoxina moni
liformina como el posible factor patolégico (Kriek et al.,
1981, y Marasas et al., 1984). ,

Esta enfermedad se caracteriza por lesiones a nivel de -
gistema nervioso central, principalmente en el c¢erebro, no-
tdndose ademds edema cerebral (hinchazén producida por la -
retencién de 1l{quido intersticial) y lesiones en 6rganos -
viscerales, principalmente en el higado. ILa relacién entre
las lesiones viscerales y las leaiones cerebrales es desco-
nocida, sin embargo, en la mayorfa de los casos los dafios -
cerebrales van acompafiados por daflos viscerales (Van Der -
Walt y Steyn, 1943; ‘Wilson y Maronpot, 1971; Kellerman et al.,
1972 y Zorrea et al., 1982).



gintomas clinicos:

Los animales enfermos presentan pérdida de apetito, tempe
ratura corporal alta, lagrimeo, respiracién rdpida, movimien
tos periddicos violentos de patas y cabeza, incoordinacién
al caminar, deambular en circulos, miembros posteriores eru
zadog, movimientos lentos de ojns, depresidn, cabeza en po-
sicidén hacia abajo, orejas erectas, apoyo de la cabeza con-
tra la cerca u objetos adlidos, problemas visuales que lle-
gan a ceguera, postracién y muerte entre las diez y cuaren-

ta y ocho horas después de los primeros signos clfinicos.

Lesiones macroscépicass

Las lesiones que presenta la leucoencefalomalacia equina
se caracterizan por un reblandecimiento debido a necrosis
de tipo licuefactivo (malacia) limitado a la subastancia -
blanca de uno o ambos hemisferios cerebrales, dando como re
sultado desintegracién del tejido cerebral con la consecuen
te formacién de cavidades en el cerebro (ver Figura 1 y 2).
Este proceso degenmerativo va acompafiado de congestién, hemo
rragiag y edema cerebral que generalmente se encuentran ro-
deando la zona afectadan. En ocasiones lss zonas edematosas
se encuentran distribuidas em forma irregular. Las lesiones
en proceso degenerativo presentan un color rojo-griséceo ~
(sénchez et al., 1987).

Bstos daflos en algunas ocasiones se presentan en cerebelo,
tallo cerebral y médula espinal (Schwarte, et al., 1937; Bies
ter, et al., 1940; Wilson, et al., 1973 y Correa, et al., -
1982).

En 8rzanos viscerales los dafios son: higado hinchado y con
gestionado, rifién y bazo congestionados.



Figura

Figura

Figura

1: Cavidades formadas por la necrosis licuefactiva
(malacia) en la substancia blanca del cerebro.*
LEM= Leucoencefalomalacia

2: Necrosis licuefactiva (malacia) y hemorragias en
substancia blanca del cerebro.*
LEM= Leucoencefalomalacia



TLesiones miorosodpicas:

Desintegracién del tejido nervioso em el Area subcortical
de la substancia blanca (ver Figura 3); congestién de vasoa
(ver Pigura 4); inflitracién perivascular de leucocitos -
(neutréfilos, linfoeitos y eosinéfilos), macréfagos y plas-
mocitos; infiltracidén de astrocitos, oligodendrocitos y cé-
lulas ependimarias (gliosis) y zonas edematosas (ver Figura
5) distribuidas perivascular e irregularmente (Schwarte, et
al,, 1937; wilson y Maronpot, 19Tl; Kellerman, et al., 1972
y Kriek, et al., 1981).

En érganos viscerales el higado presenta degeneracién en-
doteliovascular; proliferacién de tejido fibroso (fibropla-
cia) alrededor de venas centrales dando como resultado el -
engrosamiento de éstas y degeneracidén grasa de hepatocitos
(hepatosis). En rifidn me presenta congestién y engrosamien-
to de los vasos sanguineos, degeneracién parenquimatosa e -
inflamacién de las células epiteliales de los tdbulos pro-
ximales (nefrosis). El bazo presenta congestién.



Figura 3: Desintegracién de 1a substancia blanca del cerebro.
63x * LEM= Leucoencefalomalacia

Figura 4: Vaso sanguinco congestionado con infiltracién
perivascular de leucocitos en leucoencefaloma
lacia. 400x *

IPL= Infiltracién

perivascular de leucocitos
VSC= Vaso sanguine

0 congestionado

10



Figura 5: Infiltracién de liquido intersticial (Edema)
y presencia de células de Edema citotdxico, 400x *
EC= Edema cerebral
CEC= Células de Edema citotbxico.

* Fotografias proporcionadas por la Dra. Reyna Sinchez San
Martin del Departamento de Patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacio

nal Auténoma de México.
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Btiologia:

Desde tiempos muy remotos a la actualidad los cereales
han sido el alimento bdsico de la humanidad; deade el co
nocimiento de estos el hombre ha tratado de mejorar sus
granos para obtener un mayor rendimiento. Hoy en dfa se
han logrado producir granos mejorados, sin embargo, no de
jan de ser susceptibles al ataque de diversos factores -
que merman la produccién y calidad de estos. Uno de estos
factores son los hongos que atacan a los cereales ya Sea
en el campo o durante su almacenamiento. Algunos de eatos
hongos producen metabolitos secundardios t8xicos llamedos
micotoxinas, Estas son importantes porque estdn implicadas
en toxicosis de animales incluyendo el hombre, producidas
por el consumo de alimento contaminado con hongos.

Dentro del gran mimero de hongos que parasitan a los ce
reales se encuentra el género Fusarium, que es un grupo -
cosmopolita saprodic y fitopatégeno; este género tiene -
gran importancia en la agricultura ya que fdcilmente para-
sita a un gran ndmero de plantas cultivables.

La clasificacién taxondmica de este hongo segin Ulloa y
Hanlin, 1978, es:

Reino: Pungi

Divisién: Eumycota
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Pamilia: Tuberculariacese

Género: Pusarium
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Fusarium moniliforme Sheldon. e2 el patégeno més comdn

de la mazorca del mafz en todo el mundo, tanto en ambien
tes cdlidos y h\imedos, como ambientes secos, y se ha lo-
grado aislar del 100% de semillas en elgunas muestras -
(Manns, 1923; Nelson y Osborne, 1956; Tuite, 1961; Keller
man, et al., 1972; Medina y Zenteno, 1976; Marasas, et al.,
1981; De Leén, 1984 y Tsung~Che y Li-Lin, 1986).

Bn las mazorcas Fusarium moniliforme se cireunseribe -~

rrincipalmente a granos individuales o a dreas limitadas
de la mazorca. Los granos infectados desarrollan un moho
algodonoso (De Ledn, 1984),

El género Pusarium presenta un importante nimero de es
pecies productoras de micotoxinas (ver Tabla 1) relacio-
nadas con enfermedades t6éxicas en humanos ccmo el cénocer
esofdgico y en animales como sindromes hemorrdgicos y es
trogénicos, edema pulmonar, cirrosis, hepatosis, trombo-
gis cardiaca, oarcinoma esofdgico y leucoencefalomalacia
entre otres (Mirocha y Christensen,1983 y Marasas, ef
al., 1984).

Se conocen cuatro principales grupos de micotoxinas -~
producidas por Fusarium (ver Figura 6), Butenolida, Moni
liformina, Tricotecenos y Zearalenona (Bppley, 1979; Ka-
mimura, et al., 1981; Thiel, et al., 1982; Maraeas, et al.,
1984 y visconti, et al., 1984). Los tricotecenos y sus -
derivados (ver Tabla 2) son los que més producen los hon
gos de este género.

Log tricotecenos han sido clasificados con base en su
estructura (sistema sesquiterpenocide tetraciclico) en -
cuatro grupos (Visconti, et al., 1984), de los cuales los



Tabla 1 : Especies toxigenas

de Fusarium*
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Seccidn

Ezpecies

Supionnotes

Arachnites

Sporotrichiella

Roseum
Arthrosporiella

Gibbosum

Discolor

Liseolsa

Elegans

F.

1=
.

i
L ] -

[l

Y e

merispoides

nivale
larvarum

sporotrichioides

chlamydosporum

poae
tricinctum

avengceun

gsexritectum

equiseti
acuninatum

sambuecinum
culmorum

graminearum

moniliforme

proliferatum
aubg}utinans

anthonhilum

OXysnorum

solani

¥ International Toxic Pusarium Reference Collection
Fusarium Research Center
The Pennsylvania State University, USA.
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TRICOTECENOS
TIPO A
BB I
QH OAc OAc OQ‘OC,H,. .+ Toxina T-2
OH OH OAc OGOC,Hq...Toxina HT=2
OH OQOAec 0OAe H.........Diacetoxiscirpenol
OH OAc OAc OH........Neosolaniol
TIPO B
B By By B
OH OH OH OH..... «eo s Nivalenol
OH H OH OH...ev.ee.sDeoxinivalenol
OH OAc OH OH.........Fusarenona X
a o
Ac= ~-¢~CH
OH,
= 0
OH 0 CHy RO
0 H
z
0
ZEARALENONA BUTENOLIDA MONILIFORMINA
R= Ka o K

Pigura €6 : WMicotoxinas producidas por el género Fusarium.
(Bppley, 1979; Kamimura, et al., 1981; Thiel,
et al., 1982; Marasas, et al., 1984 y Visecon
ti, et al., 1984).



Tabla 2: Relacién de las Pusariotoxinas conocidas

(Marasas, et al., 1984).

ombre de la Fusariotoxina

Sinéninos

Nombra quimico

Acetato de neosolaniol

Acetil Toxina T-2

Acido Pusérico
Butenolida

Calonestrina
15-Deacetilcalonectrina
Deoxinivalenol
Diacetildeoxinival enol
Diacetilnivalenol
Dlacetoxiscirpendiol
placetoxisoirpencl

Diacetoxiscirpentriol

Escirpentriol

Pusarenona~X

B~Acetilneosolaniol
Monoacetato de neosola~
niol

Aoido Pusarinico

15-De-0-acetilcaloneg
trina

Toxina Rd
Vomitoxina

Diacetato de deoxiniva
lenol

piacetato de nivalenol

7 =Hidroxidiacetoxi~
soirpenol

Anguidina

7 ;8 ~Dihidroxidiaceto
xiscirpenol

Fusarenona
Honoacetilnivalenol
Monoacetato de nivale~
nol

4 ,8 ,15-triacetoxi~3 -hidroxi-12,13-epoxitricotec-
g~ono

3,4 ,15-triacetoxi-B8 ~(3-metilbutiriloxi)~12,13-
epoxitricotec-9-eno

Aoido H-butilpicolinico
4-acetamido~4~hidroxi~2-pcide butencico ~lactona
3 ,15-diacetoxi-~12,13-epoxitricoteo-9-eno

3 -acetoxi-15-hidroxi~12,13~epoxitricotec~9-ano
3,7 ,15~trihidroxi-12,13~epoxitricotec-9-en-6-ona

3 ,15-diacetoxi~"] -hidroxi-12,13~epoxitricoteoc-9- -
en-8-ona

4 ,15-diacetoxi~3 ,7 -dihidroxi-12,13~epoxitrico-
tec-9~en-B-ona

4 ,15-diacetoxi-3 ,7 -dihidroxi~12,13-epoxitrico~
toc~g=eno

4 ,15-diacetoxi-3 ~hidroxi-12,13~epoxitricotec-9-
eno

4 ,15-diacetoxi~3 ,7 ,8 ~trihidroxi-12,13-epoxi~
tricoteo~9~eno

3,4 ,15-trahidroxi-12,13~epoxitreicoteo~9-eno

4 ~acetoxi~3 ,7 ,15-trihidroxi-12,13-epoxitrico~
teo-9-en-8~ona

9t



Tabla 2: Continuacién.

Nombre de la Pusariotoxina Sinénimos Nombre quimioco
1,4-Ipomeadiol 1-{3-furil)-1,4-pentanediol
Ipomeanine 1~{3~furil)-l,4-pendanetiona
1-Ipomeanol 1-(3~furil)-1l-hidroxi-4-pentanona
4-Ipomeanol 1-{ 3~furil}-4-hidroxi-4-pentanona
Moniliformina 3al de sodio ¢ potasio de l-hidroxiciclobut-l-eno-
3,4-dlona
Monoacetato de deoxiniva~ |3-Acetildeoxinivalenol |3 _geetoxi~7 ,15-dihidroxi~12,13-epoxitricotec-9-
lenol en-8-ona
Monoacetoxiscirpenol 15-acetoxi~3 ,4 -dihidroxi-12,13-epoxitricotec-9-
eno
Monodeacetilanguidina 4-Acetoximeirpenediol |4 _acetoxi-3 ,15-dihidroxi-12,13-epoxitricotes-9-
15-acetilocirpentriol [eno
Neosolaniol 8 ~-Hidroxidimcetoxiscirl4 6 15-diacetoxi-3 ,8 -dihidroxi-12,13-epoxitrico=-
penol tec-9-eno
Solaniol
Nivaelenol e 3 ,4 ,7 ,15-tetrahidroxi~12,1 3~epoxitricotec-9-en~
8-ona
Toxina HI-2 15-a00t0xi~3 ,4 -dihidroxi~8 ~(3-metilbutiriloxi)
- -12,13-epoxitricotec~9-eno
Toxina NT-1 Toxina T-1 4 ,8 -diacetoxi-3 ,15-dihidroxi-12,13-epoxitrico-
teo-9-eno
Toxina NI-2 4 -agetoxi-3 ,8 ,15-trihidroxi-12,13-epoxitricotec—
G-eno
Toxina T-2 e 4 ,15~-dimcetoxi-3 -hidroxi-8 ~(3-metilbutiriloxi)-
12,13-apoxitricotec-9-eno
priacetoxiscirpendiol 4 ,8 ,15-trincetoxi-3 ,7 ~-dihidroxi-12,13-epoxi-

tricoteo-9-eno

LT



Tabla 2: Continuaoién.

Nombre de 1a Pusariotoxina Sinéninoe Nombre quimico

Priacetoxisoirpanol 3 ,4 ,15-triacetoxi-12,13~epoxitricotec-9~eno

Zearalenol — 2,4-dihidroxi-6-(6,10-dihidroxi-trans-l~undecenil)-
doido benzoico -lactona

26aralenona P2 6-(10-hidroxi-6-~oxo~trans-l-undecenil)~lactona del

doido resorcilico

8T
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grupos A y B son producidos por Pusarium (ver Pigura 6).

Se establece a Pusarium moniliforme Sheldon. como fito

patégeno y agente fingico responsable de la leucoencefa~
lomalacia equina y edema cerebral equino (Graham, 1935;
Schwarte, et al., 1937; Badiali, et al., 1968; #ilson y
Maronpot, 1971; Kellerman, g% al., 1972; Wilson, et al.,
1973; Marasas, et al., 1976; Kriek, et al., 1981; Correa,
et al., 1982; Marshall, 1984 y Domenech, et al., 1985).
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Distribucién geogrdfica de encefalopatfas de equinos en

México.

En México el Sistema de Vigilancia Epizootioldgica de
la Direccidén General de Sanidad Animel de la Secretaria
de Agricultura y Recursos Hidrdulicos (S.A.R.H.) es el
organismo gubernamental encargado de vigilar y contro
lar los brotes epizootiolégicos que se presentan en loa
animales domésticos (ganado equino, porcino, bovino, etc.)
en todo el pafa.

Bste organismo ha registrado un gran ntmero de repor-
tes de brotes de encefalopatfms de equinos en todos los
Estados de la Repiblica (ver Tabla 3), siendo en los Eg
tados del centro del pafs donde existe el mayor némero
de reportes de enfermedades cefdlicas de eguinos (ver -
Pigura 7).

Los registros correspondientes de 1979 a 1987 muestran
un aumento en los EBstados donde se reportan brotes de -
encefalopat{as de equinos (ver Tabla 4).

Estos brotes han tenido un aumento significativo aflo
con afio, siendo en el afio de 1987 donde se present§ el
mayor nimero de reportes de estos brotes (ver Pigura 8).

En 1986, de una podlacién total de 3 043 equinos de -
los lugares donde se reportaron brotes de encefalopatfas
murieron 79 de ellos. ®n 1987 la poblacidén total fue de
29 673 equinos de los cuales murieron 266 (Sistema de -
Vvigilancia Epizootioclégica de la Direccién General de -
Sanidad Animel, S.A.R.H.).

Estas cifras indican un aumento en el nimero de muer-

tes de equinos por emcefalopatfas que con seguridad au-—
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Tabla 3: Mimero de brotes de encefalopatims de equinos reportadas en México
durante el periodo de 1979 a 1987./%

ESTADQ

MONICIPIO

1979

1980

198

198211983

1984

1985

1986

1987

Aguascalientes

Tepezala

1

Baja Calif. Norte

Ensenada

1

San Antonio

Baja Calif. Sur

4. Nonstitucién

Campeche

Cd. del Carmen

Escarcega

L]

Falizada

Coghuila

2d. pAcufia

2d. Jimdnez

Meatamoros

Muzgquiz

Ramos Arizpe

Saltillo

Zaragoza

Colima

Colima

ZJomala

Shiapas

Jiquipilas

[y

Mapastepec

Ocosingo

Palengue

Pichucalco

Suchiate

Tuxtla Chico

Tuxtla Gutiérrez

ey

Yilla Corzo

Villa Flores

—a

Chihuahua

Zhihushus

Judrez

¥anuel Benavide

V. sldama

Distrito Pederal

Xochimilco

Durango

Danatldn

urango

Hdmez Palacio

mlehualilo

Guana juato

spases el Alto

_4paseo el Grande

Jelays

Guanajuato

Juventino Rosas

Ledn

[NT2Y BN RN

Manuel Doblado

Salamnance

-

San Pelipe

N

Guerrero

Chichihualco

Jd. Altamirano

L

Cocula

BSoyuca de 7atalédn

Huitzuco

Teloloapan

Tlalchapa




Tabla

3: Continuacién.
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BSTADD

MUNICIPIO

1979

1980

1981

1983

1984

1985

1986

1987

Hidalgo

Chapatongo

Mixquiahuala

Pachuea

Progreso

=

Tizayuca

Tlanchinol

Tlaxcoaoan

Zempoala

Jalisco

Ameca

— |

Autlén

€. nastillo

Tecalitlén

Tecolotldn

Tepetitlén

Tlaquepague

Zepotitlén

Edo. de México

Ecatepec

ol e L tﬂra —

Hueypoxtla

haucal pan

Ozumba

Polotitldn

Teoloyucan

Texcoco

Tezotzotldn

Tignguistengo

Toluca

ZuTpenge

Michoacdn

Avatzingdn

Churintzio

Churunuco

La Piedad

Penjamillo

Ville Morelos

Yurécuaro

Zamora

Morelos

Tlaauiltenanzo

Nuevo Ledn

General Theran

[ ]

Juirez

Villa Aldama

Oaxaca

Chahuites

Hua juepan

Ixhuatdn

-t [0 fon

Juchitén

Ocotepec

Pinotepa Nacional

Pochutla

San Jerdnimo

Sn, Juan Cotzocon

San Pedro

San P. Tututepec

Sentiago Tetepec

Sto. Domingo




Tabla

3: Continuacién.
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ESTADO

MUNICIPIO

1979

1980

1981

1982

1983

1984

1985

1986

1987

Puebla

Acateno

Atlixeco

Petlanzingo

Fuebla

TehuacAn

Tlacnichuca

Tlacuitlapa

Querétaro

iLas Vallas

[Guerétaro

Quintana Roo

Jan-Cin

Carrillo Puerto

Lézaro Cérdenas

0thon P. Blanco

San Luis Potos{

2d. del Maiz

0d., Valles

fuadalcazar

5alinas

San Prancisco

San Luis Potosi

Tamuin

Tauguian

villa Arriaga

Villa de Arista

Sinaloa

Toncordia

Sonora

Alamos

Jaucone

Hermosillo

{Rosario

Santa Cruz

Tabasco

Somalcalco

Eniliano Zapata

Tenosique

Tamaulipas

7d, Victoria

i Revnosa

iSoto la ¥arina

1V, Sonzédlez

Tlaxcala

iIxtauintla

“Ixtverce

Sn.

¥. de la Presa

Panotla

Tlexcela

Veracruz

iBmiliano Zapata

y Bspinal

=) =

'Hidalgotitldn

‘La Antigua

"Lerdo Tejade

Ozuluama

Playa Vicente

Santiago Tuxtla

b | and

Tamiashua

{Tuxpan

| Veracruz

-] ek
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Tabla 3: Continuacidn.

ESTADO MUNIGIPIO 11979[1980[1981]1952{1983]1964 [1985]|1986 [1987
Yucatdn Acanceh 1
Boctzotz 1 1
Mérida 1
Panabd
Sucild ]
Tizimin i 1

i

IS Y BN

Zacatecas C. del Oro

Pco. R. Muncufa
Huanusco 1
Juan Aldama 1
Pinos 1
Valparaiso 3
Villa de Cos 1
Zacatecas 1 1

-

¥ - Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidr&ulicos, 1986.

- Sistema de Vigilancia Epizoctioclégica de la Direccidn General de
sanidad Animal, S.A.R.H. (cemunicacién personal).

- Vieyra, C., 1985.
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Tabla 4

Mimere de brotes de encefalopatfas
de equinos reportadas en México du
rante el periodo de 1979 a 1987.

Afio Estados Brotes
Reportados Reportados
1979 8 11
1980 10 10
1981 9 10
1982 16 30
1983 9 15
1984 19 53
1985 1 4
1986 18 31
1387 19 59
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mentardn afio con afio.

Bn México no existen reportes de encefalopatias de equi
nos debidas a toxicosis, en general siempre se atribuye a
virus como factor patoldgico.

Estos brotes de encefalopatfas de equinos se reportan -
principalmente en el medio rurasl mexicano, donde nuestros
campesinos por su situacidén econdémica hacen indispemsable
el uso de caballos, asnos y mulas para sus labores coti-
dianas,

Por consiguiente, no existiendo en el pafs un estudio -
completo sobre leucoencefalomalacia y edema cerebral, este
primer trabajo pretende establecer un antecedente que mueg
tre que las encefalopatf{as de eguinos también pueden ser
causadas por el consumo de alimento contaminado por hongos
y sus micotoxinas, y de esa manera facilitar una buena me-
dida de control.

OBJETIVOS3

Por lo tanto los objetivos de la presente tesis son:

l.-Aiglar y determinar las especies del hongo PFusarium
de los slimentos contaminados procedentes de lugares
donde se reportaron brotes de leucoencefalomalacia

y edema cerebral equino.

2.-Aislar e identificar las micotoxinas de las muestras
de alimento.

3.-Reproducir la leucoencefalomalacia y edema cerebral
mediante la prueba bioldégica utilizando las micotoxi

nas encontradas en el alimento analizado,
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MATERIALES Y MBIODOS

El presente estudio se realizé en los laboratorios de ri
topatologfa del Instituto de Biologfa y Toxicologia de 1a
Pacultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Univer-
sidad Nacional auténoma de Wéxico.

Se analizd alimento contaminado proveniente de Tantoyuca,
Tianguistengo y Atizapdn de Zaragoza en el Estado de México
y de Tecolotlén, Jalisco, lugares donde se reportaron bro-
tes de leucoencefalomalacia y edema cerebral en equinos.
Las muestras estudiadas consistieron de cebada en semilla
y mafz trillado, molido, desgranado y en mazorca (ver Ta-
bla 5).

A estas muestras se les hizo andlisis de micoflora; de--
terminacién a nivel de especie del género Fusarium. spp.}
extraccidn de micotoxinas utilizando tres diferentes téc-
nicas; identificacidén de micotoxinas por cromatografia de
capa fina, espectroscopia infrarroja y espectrometria de -
masag. .

Adem&s,se realizé microscopia electrénica de barrido a =~
los hongos encontrados en las muestras de slimento contami
nado, microscopia electrénica de transmisién a cerebros de
caballos con leucoencefalomalacia y edema cerebral y la -

prueba biolégica en caballos y asnos.

l.-Medios de cultivo.
Tos medios de cultivo utilizados para el aislamiento y

purificacién de los hongos fueron; Papa-Dexirosa-Agar (PDA),
Papa-Sucrosa~-Agar (PSA) y Cloruro de Potasio-Agar (EKCl~Agar).
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Tabla 5: Muestras de cereal contaminado procedente de lugares donde se
reportaron brotes de encefalopatias en equinos.

Fecha Cereal Nimero de Lugar Enfermedad- | Tipo de
muestra reportada | equino
13-111-1987 Cebada 1 Tantoyuca, Edo. L.E.M.E Caballos
de México y asnos
13-111-1987 Cebada 2 Tantoyuca, Edo. L.E.M.E. Caballos
de México y asnos
13-111-1987 Maiz tri 3 Tantoyuca, Edo. L.E.M.E.  Caballos
11ado de México y asnos
20-111-1987 Maiz en 4 Tianguistengo, E.C.E. Asnos
mazorca Edo. de México
20-111-1987 Mai: en 5 Tianguistengo, E.C.E. Asnos
mazorca Edo. de México
20-111-1987 Maiz en 6 Tianguistengo, E.C.E. Asnos
mazorca Edo, de México
20-111-1987 Maiz en 7 Tianguistengo, E.C.E. Asnos
mazorca Edo. de México
15-XI1-1987  Cebada 8 Atizapin de Za Hemorragia Caballo
ragoza, Edo de cerebral
México
24-111-1988 Maiz en 9 Tecolotlin, L.E.M.E. Caballos
mazorca Jalisco
24-111-1988 Maiz en 10 Tecolotlén L.E.M.E. Caballos
mazorca Jalisco
24-111-1988  Maiz des 11 Tecolotlén L.E.MM.E.  Caballos
granado Jalisco
24-111-1988 Maiz 12 Tecolotlén L.E.M.E. Caballos
molido Jalisco

L.E.M.E = Leucoencefalomalacia equina

E.C.E = Edema cerebral equino
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La metodologfa para la elaboracién de los medios de ocul
tivo utilizados se presenta a continuacién:

a) Medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA).

Se calentaron 200 g de papa blanca pelada y cortada en -
trozos en un matraz Erlemmeyer con 1 litro de agua destila
da por 10 minutos.

A la infusién se le agregaron 20 g de agar y 15 g de dex
trosa y se agité la mezcla.

Se colocd un tapén de algodén en la boca del matraz y se
esterilizé en autoclave a 15 libras de presidén durante 20
minutos.

Veinte mililitros de medio de cultivo ya esterilizado se
vaciaron en cada una de las cajas de Petri (previamente es
terilizadas en un horno a 170°G por 1 hora) dentro de una
campana de flujo laminar para evitar contaminacién.

Pinalmente, cuando el medio solidificé las cajas de Petri
fueron colocadas en el cuarto de incubacién a 25° O durante
24 horas antes de usarse, para asegurar que no hubiera una
contaminacién,

b) Medio de Papa-Sucrosa-Agar (PSA).
Se prevararon 500 ml de extracto de papa con 450 g de pa

pas blancas peladas y cortadas en trozos, colocdndolas en
un matraz Erleameyer de 2 litros que contenfa 1 125 ml de
agua destilada y se calentaron durante 10 minutos.

ta infusién se vacié a otro matraz al cuasl se le colocé
un tapén de algoddn y se esterilizd en autoclave a 15 li-~
bras de presién durante 20 minutos.
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TUng vez preparado, 500 ml de extracto de papa se mezcla-
ron con 500 ml de agua destilada y me agregaron 20 g de su-—
crosa y 20 g de agax.

La mezcla se calenté haste que el agar se disolvid.

Pogteriormente, el medio se distribuyé en 2 matraces Br-
lenmeyer de 1 litro, se les colocd un tapén de algodén a -
cada uno y se esterilizé en auwtoclave a 15 libras de pre-
8ién durante 20 minutos. '

Se vaciaron 20 mi de medio en cada ung de las cajas de -
Petri y cuando solidificaron se incubaron a 25° ¢ durante -

24 horas antes de usarse.

¢) Medio de Cloruro de Potasio-Agar (KCl-Agsr).

Se mezclaron 15 g de agar con 8 g de Cloruro de Potasio
{KC1) en 500 ml de agua destilada.

La mezcla se calentd hasta que el agar se disolvid,

Posteriormente, 3¢ aford a un litro con agua destilada.

El medio se distribuyé en 2 matraces Erlenmeyer de 1 1li-
tro, se les colocd un tapén de algodén a cada uno y se es-
terilizé en autoclave a 15 libras de presién durante 20 -
minutos,

Veinte mililitros de medio se vaciaron en las cajas de
Petri y cuando golidificaron se incubaron s 25°¢  durante

24 horas antes de usarge.

Para la elaboracién de loe medios de cultivo se utilizé
material de vidrio marca Pyrex, une balanza granataria -~
marca Ohaus, autoclave marca Arthur H. Thomas Co., campa-

na de flujo laminer marca Veco, horno marca Despatoh Oven
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@o., la dextrosa de Productos Quimicos Monterrey, S.A., el
agar y sucroaa de Biloxon de México, S.A. y el Clorurc de -
de Potasio (KCl) de J.T, Baker, S.A.

2.-Aislamiento de micoflora.

Para el eislamiento de los hongos de las muestras anali
zadas (Tabla 5) y con los 3 medios descritos anteriormente
se realizé la siguiente metodologia:

Se lavaron 15 semillas de cada muestra en agua destila~
da y esterilizade por 1 minuto y se pasaron otro minuto -
en una solucién de hipoclorito-agua destilada y esterili-
zada (2:1 v/v).

Junto a un mechero con pinzas de diseccidén se colocaron
5 semillas lavadas y desinfectadas en 3 cajas de Petri -
con FPDA.

Las cajas de Petri se colocaron em el cuarto de incuba-
cién a 25°C durante 7 dfas.

Al finel de esta incubacidén, se observé el crecimiento
de las colonias de hongos y se elaboraron preparaciones -
para observarlas al microscovio y realizar la determina--

¢idn a nivel de género.

Para el aislamiento y purificacién del género Pusarium
app. 8¢ resembraron las colonias de Pusarium spp. encon—
tradas en el anAlisis general de micoflora en medio de -

PDA del siguiente modo:

Junto a un mechero se tomé con una asa bacterioldgica

un poco de micelio de la colonia del hongo.



Posteriormente se inoculd éste en el centro de la caja
de Petri.

Las ocajas se incubaron & 25 C durante 7 dfas.

Transcurrido el tiempo de incubacién se reviearon los
cultivos y cuando se observé gue 80lo habia una colonia
por caja cuyo crecimiento era a partir del centro, con -
caracteristicas iguales a lg colonia inicial, se conside

ré como cepa pura.

Para obtener una buena esporulacién del hongo y asi fa
cilitar la determinacién a nivel de especie las cepas ™
ras de Pusarium spp. fueron sembradas en los 3 diferentes
medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), Papa-Sucrosa-
Agar (PSA) y Zloruro de Potasio-pgar (KCl-Agar), descritos
anteriormente y del mismo modo que para el aislamiento y
purificacidn del género Pusarium,

Al término de la incubacién, se elaboraron preparaciones
vara observar al microscopio las cepas puras de los hongos

v realizar la determinacidn a nivel de especie.

3.~Mulgiplicacién del infoulo.

Se contd con un total de 12 muestras de cereal contami~

nado de las cuales 7 representaban una cantidad insuficien
te para la extraccién de micotoxinas por lo gue a partir
de las cepas puras de Fusarium spp. obtenidas de estas -
muestras, se procedié a reproducir el hongo y sus micoto-

xinas en cultivos de arroz.
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a) Reproduccién del hongo en arroz.
Se utilizé el método de Eugenio, et al. (1970) modifica

do por Abbas, et al. (1984), el cual da una mayor cantidad
de micotoxinas como resultado del rdpido crecimiento y de-
sarrollo del hongo.

La metodologia para la elaboracidn del medio de arroz

ge describe a continuacidn:

Se agregaron 200 g de arroz en un frasco de boca ancha
de 1 litro.

Posteriormente se agregaron 180 ml de agua destilada, de
jéndose reposar durante 1 hora.

A la tapa del frasco se le hizo un agujero de 2 centime-
tros de didmetro, al cuml se le colocd un tapén de algodédn.

Se agitl el arroz y se tapd el frasco.

Después se esterilizéd en sutoclave a 15 libras de pre-
8ién durante 60 minutos.

Inmediantamente después de la esterilizacién se agité -
el frasco para despegar el arroz.

Se dejd reposar a temperatura ambiente durante 24 horas.

Se volvié a esterilizar en gutoclave a 15 libras de ovre-
8ién durante 60 minutos. '

Nuevamente se agité el frasco después de esta segunda es
terilizacién,

En una campana de flujo laminar y junto a un mechero, se
inoculé el arroz una vez frio, cortando un cuadrito del me
dio de cultivo PDA con el hongo utilizando una aguja de 4di
seceidn y colocéndolo dentro del frasco.

El medio de arroz inoculado se incubd a 25°C durante dos

gemanasg.
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Durante los primeros dfas se agitaron los frascos para
facilitar la penetracién uniforme de) hongo en el arroz.

Posteriormente 1os medios se incubaron a 10°C durante
otras dos semanas.

Se inocularon tres frascos de arroz por muestra, dejan-
do tres sin inocular como testigos.

El material utilizado fue arroz empacado por Comercial
Mexicana S.A., frascos de vidrio de 1 litro que ocontenfan
fruta en conserva marca Ejido, autoclave marca Arthur H.
Thomas Co., campana de flujo laminar marca Veco y un re-

frigerador marca Kelvineitor.

4.-Determinacién del hongo.

Se utilizé el manual de identificacién para las especies
del género Pusarium de Nelson, et al. (1983) para la deter
minacién a nivel de especie del hongo.

Eate manual de identificacién se formdé de la combinacién
de otros, desarrollados de 1935 al presente, junto con in-
vestigaoiones de los autores y presenta una forma préctica
para la determinacidn.

El manual utilizado congta de una c¢lave sinéptica para -
las gecciones y otra para las especies, lidminas en color -
de los cultivos de algunas especies para auxiliar g las -~
claves y una seccién ilustrada con fotograffas que exhibe
la morfologia de las estructuras reproductoras y la des-

oeripcidén de las especies,
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Las caracter{sticas consideradas para la separacién de -
lés secciones y especies son: a) las caracteristicas de -
los cultivos (color, forma y crecimiento), b) el tamaflo y
forma de los macroconidios, ¢) la forma de las células ba-
sales y apicales en los macroconidios, d) la presencia o
ausencia de microconidios, e) la formacidén en cadenms o -
falsas cabezas de microconidios, f) la forma de los miero-
conidios, g) los tipos de conidiéforos (monofidlides y/o
polifidlides), h) la presencia o ausencias de clamidosporas
e 1) la disposicién o arreglo de las clamidosporas.

a) Estudio de mioroscopia éptica.

Se elaboraron preparaciones semipermanentes con las cepas
puras de Fusarium spp. aislado de las muestras de alimento
pars la determinacién a nivel de especie,

Las preparaciones se elaboraron de la siguiente manera:

Junto a un mechero se tomé c¢on una aguja de disececién -
una pequefia porcién del micelio del hongo del medio de cul
tivo,

En el portaobjetos se colocd una gota de alcohol del T0%
¥ la muestra de micelio.

Con dos agujas de diseccién se extendid el micelio y se
colocd una gota de lactofenol,

Posteriomente, se c0lood el cubreobjetos y se selld al
rededor con barniz de uﬁas transparente.

Una vez elaboradas las preparacionea se procedid ala -
observacién bajo el microscopio para la determinaciénm.

Para la observacién en microscopio se usaron los objeti

vos de 10x, 40x y 100x bajo el sistema dptico de contraste
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de fases. Se utilisd un microscopio estereoscépioo Carl

Zeiss,

b) Estudio de microscopia electrénica de barrido.

Se realizé microscopfa eleotrénice de barrido a los hon
gos enocontrados en las muestras de alimento contaminado -
para auxiliar la determinacién a nivel de especie.

Lea metodologia realizada fue la siguiente:

1l.-Se tomaron muestras del hongo raspando el micelio de -

los medios de cultivo,

2.-Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5% dilui
do en un smortiguador de fosfatos de sodio a un pH de 7,
por 1 hora.

3.=5e deshidrataron las muestras con alcoholes graduales
al 50%, 604, 70#, 80%, 90% y 1004, dejando media hora co-
mo tiempo minimo en c¢ada aleohol,

4,~3e colocaron las muestras en acetona haciendo 2 cambios
de ella.

5.-Posteriormentealas muestras se procesaron en ung seca=-
dora de punto critico marca Technic CPA-II para evitar -
que Be oolapsaran. El secado a punto erf{tico se llevé a -
cabo con 002 & una presién de 1073 libras/pulgada y a una
temperatura de 32°¢C.

6.~Se montaron las muestras en los portamuestras metdliocos

Y 8e colocaron en una ionizadora de oro.

7.~Pinalmente las muestras se observaron en un mieroscopio
electrénico de barrido marca Jeol modelo JSM-35C.
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5.~ Bxtraccién de micotoxinas

Para la extraccién de micotoxinas se utilizaron tres di-
ferentes métodos o sea técnicas usadas paras separar un pro
ducto orgdnico (en este caso las micotoxinas) de una mezcla
de reacoidn,

De las 12 muestras obtenidas a 7 de ellas {muestra l =a
la 7) se les hizo la extraccidn a partir de los cultivos de
arroz ya que no se contaba con una cantidad suficiente de
alimento para las extracciones y a las otras 5 (muestra 8
& 1a 12) a partir del alimento contaminado.

Ba un principio se tenfan 7 muestras (1-7) que fueron -
procesadas por las tres técnicas de extraccidn (Stoloff, -
et al., 1971, Thomas, et al., 1975 y Romer, 1986). Se obser
vé que las micotoxinas extrafdas eran tricotecenos, por lo
tanto, cuando llegaron las demds muestras (8-12), &stas -
sélo se procesaron con las técnicas de Thomas, et al.(1975)
¥ Romer (1986) (especifice para tricotecenos).

Se hicieron tres repeticiones por muestra.

Por utilizar solventes altamente voldtiles y téxicos,
el desarrollo de las técnicas se llevé a cabo con un mane-
jo cuidadoso de todas las sustancias. Ademds se tuvo el ma
yor cuidado posible con el manejo de los estdndares y ex-
tractos de micotoxinas ya que algunas son cancerfigenas ¥
penetran ficilmente por la piel.

Para seguridad en el trabajo se usé bata blanca, guantes
de hule y mascarilla contra gases.
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a) Método de Stoloff, et al., 1971. (Pigura 9)

Es un método general para la extraccidn de nicotoxinas,
mediante esta técnica se pueden extraer aflatoxinas, ocra
toxinas, zearalenona, esterigmatocistina y patulina.

La metodologi{a reamlizada fue la siguiente:

l.=8e licuaron 25 g de 1a muestra de arroz con hongo con
45 ml de acetonitrilo (0H30N) Yy 5 ml de cloruro de potasio
(KC1) al 4% en una licuadora, a alta velocidad durante 2
minutos.

2.-El extracto se filtrd a través de un papel filtro What-
man #4 a un embudo de separacién de 250 ml.

3.~a1 filtrado se le adicionaron 12.5 ml de éter de petré-
leo, se agité durante un minuto, abriendo la llave para
que salieran los gases. Posteriormente,cuando se formaron
las dos fases, se desechd la fase superior, Este procedi--
miento se repitid dos veces y se realizd para desengrasar

el extracto.

4,-Para decolorar el extracto se vrepard um gel con 50 ml
de agua destilada y 5 ml de clorure férrico (Fecl3) al 10%
titulédndolo con hidréxido de sodio (NaOH) al 4% a un pH de

4,6 en un potenciometro.

5.-3e vacié el gel en el extracto v se agité por un minuto,
abriendo la 1lave para dejar saelir los gases; se dejé repo
sar hasta que se separd el gel y se tramsfirieron 50 ml del
extracto decolorado a un vaso de precipitado de 250 ml a
través de un papel filtro Whatman #4.

6.-5e agregd el extracto en otro embudo de separacidn afia-
diendo posteriormente 5 ml de 4cido clorhfdrico (HC1l) a un
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pH de 1.5 (este paso es una modificacién (Campos, 1987)
de 1a técnica original, debido a que se ha encontrado que
1os dcidos ayudan a la extraceidn de las micotoxinas) y
12.5 ml de cloroformo (CHCls), ge agité vor un minuto li-
berando los gases formados., Zuando se formaron las dos fa-
ses se colect§ la inferior (cloroformo) en un vaso de pre-
cipitado y se desechd la fase superior, Se repitié el pro-
ceso vaciando la fase colectada en el embudo de separacién,
afladiendo nuevamente 12.5 ml de cloroformo y se agitd vor

un minuto liberando los gases formados.

8.~5e decantd el cloroformo a otro matraz y se evapord has-
ta quedar aproximadamente 1 ml, transfiriéndolo posterior-
mente a un vial donde se dejé evaporar por completo en una

estufa a una temperatura médxima de 40°C.

9,~Se resuspendid la muestra evaporada con 0.5 ml de metanol

(GH3OH) agitande en un vértex por un minuto.

10.~Se aplicaron los extractos y los esténdares en una pla-
ca para cromatograffa de capa fina. La place se colocd den-
tro de la éémara de vidrio para cromatograffa, la cual con-
tenfa el desarrollador para micotoxinas prevarado con 20 ml
de acetona (GH3000H3), 40 ml de acetato de etilo (C4H802) N
60 ml de tolueno (OGHEGHB).

11.~Finalmente se observé la placa bajo luz ultravioleta,
marcando las manchas fluorescentes que se obsexrvaron y se
midié la distancia recorrida por la mancha en la placa para
calecular la veloocidad de flujo o valor de Rf (Factor de re-
tardacién= distancia recorrida por el soluto entre la distan
cia recorrida por el solvente),
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Método

de

Stoloff et al.

Figura 9: Método de Stoloff, et al. 1971 (tomado de
Peteda, et al. 1988).
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b) Método de Thomas, et al., 1975, (Figura 10)

Es un método para la extraccién de aflatoxinas y zearale
nona. Una ventaja que presenta esta técnica es ser un métg
do rdpido de extraccidn que dura 70 minutcs por extraccidn
(Gampos, 1987 y Pereda, 1987).

lLos pasos seguidos en este método fueron los siguientes:

1l.-3e licuaron 50 g de muestra con 150 ml de una solucién
de metanol-agua (60-40 v/v), en una licusdora, a alta velo

cidad durante 2 minutos.

2.-58 filtr§ el extracto en papel filtro Whatman #4 a un
embudo de separacién de 250 ml.

3.-Posteriormente, se afladieron 30 ml de una solucién satu-
rada de cloruro de sodio (NaCl) y 50 ml de Hexano (GH3(0H2)4
GHB) en el embudo de separacidn y se agitd por un minuto,

abriendc la llave para que salieran los gases.

4,-%uando se formaron las dos fases, se transfirié la infe
rior (fase acuosa de metanol) a un segundo embudo de sepa-

racién desecharido la fase superior.

5.~Para la extraccién del metanol acuoso, se afiadieron 50
ml de cloroformo (08613) agitando por un minuto y sacando

los gases formados.

6e=Cuando se formaron las dos fases, se drend la fase infe
rior de cloroformo en un matraz de 250 ml que contenfa 5
g de carbonato cdprico (Cuco3-0u(0H)2) para precipitar los

pigmentos y se agité durante 2 minutos.

7.-5e dejé asentar el carbonato ciprico y se decantd el

cloroformo en un matraz de 250 ml a través de un papel fil
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tro Whatman #2, el cual contenfia 5 g de sulfato de sodio
anhidro (Na2804) para deshidratar la muestra. Se agregzaron
25 ml mds de cloroformo vara lavar bien el carbonato cipri

¢co, volviéndose a decantar a través del papel filtro.

8.-5e evavord el cloroformo con el extracto hasta quedar a
proximadamente 1 ml y transfiriéndolo a un vial se dejé eva

porar por completo en una estufa s una temperatura mixima
de 40°7.

9,~35¢ resuspendié el extracto con 0.5 ml de metanol (CH30H)

agitando en un vértex durante 1 minuto.

10.~-Pinalmente se desarrolld la cromatograffa de capa fina
aplicando 50,1 del extracto y 50ul de los estdndares en los
carriles de 1la placa y se observéd con luz ultravioleta y se
registraron los factores de retardacién (Rf) de las manchas

fluorescentes que aparecieron en la vlaca.
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Figura 10: Método de Thomas, et al. 1975 (tomado de
Pereda, et al. 1988).
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c) MEtodo de Romer, 1986. (Figura 11)

Es un método de extraccién espec{fica para micotoxinas
del grupo de los tricotecenos, obtiene recuperaciones del
90-99%.

Bste método puede detectar concentraciones de partes por
9i116n de Deoxinivalenol, Pusarenona X, Nivalenol, Toxina
-2, Toxina HT-2, Neosolaniol y Diacetoxiscirpenol.

Para esta téenica se siguibé el procedimiento que a conti

nuacidn se descrnibe:

1,-5Se licuaron 50 g de muestra con 50 ml de acetato de eti
lo (G4Hé02)! 100 ml de una solucidn metanol-agua (1-1 v/v)
¥ 25 ml de una solucidn acetonitrilo-agua (2l-4 v/v), en -
una licuadora, a alta velocidad durante 2 minutos. KL uso
de acetato de etilo y de la solucién metanol-agua es una mo
dificacién a esta técnica debido a que 1los tricotecenos del
grupo A son mds solubles en el primer reactivoe y los del
grupo B lo son en el segundo {(Pathre y ¥irocha, 1977).

2.~3¢ filtrd el extracto en papel filtro Whatman #4 y se co
lectd en un vaso de precipitado de 250 ml.

3.=Las columnas de cromatograf{a se orepararon utilizando
una jeringa de pldstico desechable y esterilizada de 10 ml
a la cual se le colocé en el fondo una capa de fibra de vi
drio, arriba de &sta dos capas de papel filtro whatman #4
¥y vor dltimo una mezcla de 0.75 g de carbén activado, 0.70
g de alimina 7 0,30 g de ocelite,

4,~-Antes de pasar el extracto por la columna, se pasaron
3 ml de la solucibén acetonitrilo-agua (21-4 v/v) para prepa

rar la columna.
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5.-Se vacif el extracto en la columna y se empujd lentamen
te con el émbolo de la jeringa, dejando un espacio de aire
entre el extracto y el émbolo. El paso del extracto por la

columna fue por goteo y colectado en uy matraz de 125 ml.

6.~5e evapord el extracto hasta 1 ml, se transfirié a un
vial y se evaporé a sequedad en una estufa a una temperatu
ra méxima de 40°C.

7.=3¢ resuspendid el extracto en 2001 de una golucidn

de acetona-metanol (2-1 v/¥) y se agité en el vértex.

8.-Se evavoré a sequedad ¥y se disolvié el residuo en 20(3,41
de una soluecidn tolueno-acetonitrilo (973 v/v) y se agitd

en el vértex.

9.-Para desarrollar la cromatografia de capa fina de los
tricotecenos tipo A se apliearon 109“1 del extracto y 200
/1 de 1oa esténdares de tricotecenos tipo A en la placa T2
ra cromatograf{a; posteriormente se aplicaron sobre los es
tdndares 25 4l de la solucidn tolueno~acetonitrilo y se co
rrieron las micotoxinas en la camara con un desarrollador
preparado con una soluocién de tolueno-acetato de etilo-dc
do férmico al 90% (6-2-1 v/v/v),

10.~Se rocié a la placa la solucidn dcida preparada con
2 ml de dcido sulfdrico (H2304) ¥y 20 ml de metanol (’,‘HBOH).

11.-Se calenté la placa en un homo a 130°C durante 10 mi-
nutos y finalmente se observé bajo luz ultravioleta anotan
do los factores de retardacién (Rf) correspondientes a las

manchas fluorescentes que aparecieron en la placa.
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12,~Para los tricotecemnos tivo B se aplicaron en la placa
lOle del extracto y 20Qp1 de los estdndares; enseguida -
se aplicaron sobre los esténdares 25,1 de la solucibén ace
tona-metanol y se corrieron las micotoxinas en la cdmara
con un desarrollador preparado con una solucidn de acetato
de etilo-metanol (20-1 v/v). "

13.-Se rocid a la placa la solucién de cloruro de aluminio
preparada con 4 g de cloruro de aluminio (A10136H20) y 20
ml de metanol.

14.-Se calenté la placa en un horno a 130°7 durante 10 mi
nutos y se observd bajo luz ultravioleta registrando los

factores de ratardacién (Rf) de las manchas que aparecieron.

Fl material utilizado en las extracciones fue vidrieria
marca Kimex y Pyrex, todas las sustancias y reactivos, la
cdmara para cromatografia y el papel filtro Whatman #4 mar
ca ¥erck-México, S.Ai., excepto el carbonato cdprico y el
cloruro de alumino aue fueron marca J.7T, Baker, S.A., Je-
ringas de pldstico marca Plastipak, licuadora marca Osteri
zer, potencidmetro mareca Corning modelo 12, balanza granata
ria marce Qhaus, estufa marce American Instruments, So. Ine.,
vértex marca Lab-line Instruments, Inc, micropipeta Eppen-
dorf marca Pisher Scientific %o., Lédmpara de luz ultraviole
ta marca Listed Insp. & Meas, eq. y €l horno marce Felisa
modelo FE 291.



TR .
Figura 11: Método de Romer, 1986. /
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6.- Identificacién de micotoxinas.

La identificacién de micotoxinas se realizd inicialmente
con la cromatografie de capa fina utilizando las muestras
obtenidas a oartir de los métodos de extraccién.

Las micotoxinas que anarecieron en la nlaca de cromato-
srafi{a oue no correspondieron a ninguno e 195 =zstdndares
utilizados fueron posteriormente analizadas vor esvectros-

copia infrarroje y esnectrometrism de macas.

a) Oromatorrafiea de capa fina (Fisura 12),

La cromatoeraffa es un método de andlisis y senaracidn
de los divercos componentes de una sustanciz, fundado en
1o distinta distribucidn de dichos componentes en dos fa-
ses, una de ellas fija (face astacionariz) 7 la otra en mo
vimiento (fase mévil). Le fase mévil es la sue itransvorta
las sustancias a gsevarar y se desnlaza a través Ae la fase
eatacionaria (“ampos, 1587).

tn la cromatografia de capa fina la fase estacionaria es
té renresentada nor gel de s{lice y la fase mdvil, en eoste
nago, por 2l d-sarrollador de micotavinas,

%ata téonica se realizd de la siguiente mznera:
1.-Se prepararon las placas colocando 5 vidrios de 20 cm
nor lado vy 3 mm de grosor en un soporte de plarcas, desen-

gragando la superficie de los vidrios con glcohol de 963
2.-La soluciidn de gel de silice se prevaré mezclando 30 #
de éste con 70 ml de agua destilada en un morteroc durante
5 minutos.,

3,-Fl zel se vacid en el aplicador y éste se deglizd sobre

loa vidrios depositando una capa unifome,
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4.,~3¢ esveré a que gecara el gel y posteriormente las rla

cas ge colocaron en el nortaplacas.

5.~T,as vlacas fueron metidas al horno a 100° % durante 1 ho
re. para activarlas. Activadas las nlacas i no son usadas
en ese momento se suardan en un desecador vara evitar gque

éstas sbsorban enalquier sustancia gaseosa del ambiente,

6.-Las placas se rayaron con lineas paralelas con una dis-—
tancia de senaracidn de 1 om. A cada carril formado se le

mared en el centro un vequefio punto aproximadamente a 3 om
del borde de la nlaca mara tener i mismo punto de nartida

en cada carril.

T.=3e avlicaron con una micropipeta de 50 a ZOO/ul (ver tég
nicas de extraccidn) de las muestras extraidas y de los es-
tdndares en la »laca. La aplicacidén se realizé gota o gota
egsperando 2 que secara la primera antes de aplicar la siguien
te.

8.~Posteriormente la placa se metid en la cdmara hermética
. N .’ .

de vidrio, sumersiendola en el desarrollador de micotoxinas

(ver téenicas de extraccidn). Al sumergir la placa el desa-

rrollador no debe tocar los puntos de aplicacién.

9g.~(on un 14piz se marcéd la distancia a la cue 1llegd el de-
sarrollador arroximadamente 3 cm antes de que éste alcanza~-
ra el tope de la placa. Se sacd la nlaca de la cdmara y una
vez seca se ohservd vajo una ldupara de luz ultravioleta.
7on el 1ldpiz se marcé la parte inicial y terminal de las

manchas fluorescentes que avarecieron en la vplaca.
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Figura 12: Cromatografia de capa fina (esquema tomado
de Pereda, 1987).
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Se calculd el grado de retencién o factor de retardacién
(Rf) de las manchas fluorescentes.

El Rf es la relacién del recorrido del soluto y el reco-
rrido del disolvente.

_ distancia recorrides por el soluto.

Rf= distancia recorrida por el solvente,

La distancia recorrida por el soluto se midié del punto
de aplicaoién de la muestra al 1imite de la mancha fluores
cente y la distanecia recorrida por el solvente del punto
de aplicacidén a la distancia marcada hasta donde llegb el
desarrollador.

La identificacién de las micotoxinas se hizé comparando
los Rf de las manchas que aparecieron de las muestras extrai
das con los Rf de las manchase correspondientes a los estén-

dares usados como referencia.

Preparacifn de los estdndares:

Las micotoxinas utilizadas fueron Aflatoxinas (Bl'Bz’Gl'Gz)'
Zearalenona, y los tricotecenos tipo A Diacetoxiscirpenol
(DAS), Toxina T-2 y tipo B Deoxinivalenol (DON).

Las micotoxinas se encontraban en presentacidén sélida en
ampolletas sellades ¢on 5 mg de micotoxina en cada una. A
cada ampolleta se le inyectaron 5 ml de metanol (CH3OH) como
solvente; de los 5 ml ge extrajé 1 ml y se aford a 100 ml
con metanol en un matraz aforado, resultando una concentra=-
cién de 10 partes por millén (10 ppm).

Asf, todos los esténdares utilizados tuvieron una concen-
tracién de 10 ppm.
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El material utilizado en esta técnica fue cristaler{a
marca Pyrex, cdmara hermétics de vidrio para cromatografia
y el gel de sflice (Kieselgel 60 H) marca Merck-México, S.
A., soporte de plecas, poria placas y aplicador marca Desa
ga Heidelberg, horno marca Pelisa modelo PE 231, balanza -
granataria marca Ohaus, microvsiveta Zpvendorf marca Pisher
Scientific %0, ldmpara de luz ultravioleta marca l.isted =~
Insp & Meas, ea. y las micotoxinas marca Sigma Zhemical -

Company.

b) Espectrosconia infrarroja.

Esta técnica se fundamenta en las propiedades de la luz.
Ta luz se propaga en forma de ondas electromagnéticas lla-
madas longitudes de onda. Cuando cierts camtidad de luz -
(infrarroja) se le hace llesar a una sustancia, ésta absor
be una parte de acuerdo a su estructura molecular. Zsta ab
sorcién de la luz por parte de la sustancia corresponde a
cierta longitud de onda que es medide nor el espectrofotd-
metro infrarrojo.

Tl espectro infrarrojo muestra un cierto nimero de ban--
das de abaorcién asociadas a ciertas unidades estructura~-
les de la molfcula que permiten determinar la vpresencia o
ausencia de grupos funcionales especi{ficos en una mescla -
de reaccién., El espectro de absorcién de una sustancia da
da es, por lo general, espec{fico para esa, y 86lo esa, -~
sustancia (Conley, 1979).

Casi todos los compuestos, en particular las sustancias_
orgdnicas, absorben en la regién infrarroja (Conley, 1979).

Siendo las micotoxinas compuestos orgdnicos, se analiza-

ron por esta técnica las micotoxinas no identificadas en -
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la cromatograf{a de capa fina.

1,a metodologia realizada fue la siguiente:

I.~-Purificacién de la micotoxina.
l.-Se raspé el gel de s{lice que correspondfa a la micoto-

xina v se colocd en un vial.

2.~5e¢ agregaron al vial 2 ml de acetato de etilo (04H802)
deshidratado, para lo cual el acetato de etilo se pasf a ~
través de papel filtro Whatman #4 que contenfa 5 g de sul
fato de sodio anhidro (Na2304).

3.-Se 2git§ el vial en el vértex hasta que se disolvid el

zel de sflice con el acetato de etilo.

4.-La suspensién se filtré a través de una jeringa de plds
tico esterilizada de 5 mi que contenfs 2 capas de papel -
- £iltro Wwhatman #4.

5.-La cuestra filtrada se colecté en otro vial y se evapo~-

ré a sequedad en una estufa a una temperatura méxima de 40°C.

¥TT.-Andlisis en el espectrofotémetro infrarrojo.
Se utilizé 1la téenica por depdsito.
l.-Se agregaron 3 gotas de cloroformo a la muesira y se agi

té en el vértex para resuspender,

2,-5e¢ colocé una gota de la solucidén en una celdilla (ven-~
tana de bromuro de potasio o monocristal) y se esperé a que

gecara la gota.

3.~Finalmente se colocd la celdilla en el portaceldas del
espectrofotémetro y se corrid el espectro de 4000 a 400 cnrd
a una banda de 80% de altura.
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BEn eata t8cnica se utilizéd el siguiente materirl, embudo

de vidrio marca Pyrex, sustancias, reactivos y papel filtro
Whatman 44 marca Merck-Mé&xice,S.A., jeringas de pldstico
marca Plastipak, vértex marca Lab-line Instruments, Inec, es
tufa marca American Instruments, Zo. Inc. y el espectrofo-

témetro infrarrojo marca Perkin Elmer modelo 599 B.

c) EBspectrometria de masas.

Bs una técnica para la separacién de isétopos basada en la
accién de un campo eléetrico y magnético cavaz de separar los
iones gesin sus masas respectivas.

Bn esta técnica las moléculas de una sustancia son ioniza
das por una fuente de luz ultravioleta, esta energi{a vrovo-
ca cue se rompan las moléculas perdiendo éstas sus iones, -
estos iones son detectados por el espectrimetro de masas que
mide en un espectro la masa atdmica de cada uno de los iones
perdidos por las moléculas.

Este método se utiliza para la identificacién de sustan—
cias desconocidas ya que detecta la estructura molecular -
que las compone.

TLas micotoxinas no identificadas en la cromatssrafia de -
cava fina fueron analizadas mediante esta técnica.

Para esta técnica se realizaron los siguientes pasoas:

I.-Purificacién de la micotoxina.

1a metodoslogfa es igual. a la utilizada en la espectrosco-
pia infrarroja, a excepcién del paso 5 donde la muestra fil
trade se ¢olectd en un tubo de ensayo pars centrifuga de 12

ml 8in evanorarse a sequedad,
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1I.~ Derivatizacién de la micotoxina (Collins y Rosen, 1979).
l.-5e agregaron a la muestra 1001 de BSA (N, O=bis (tri-
metileilil) acetamida) adquiride de Sigma, S.A. y e selld
el tubo colocdndole un tapdén de hule.

2.-La muestra se calentd en un horno & 90° 0 durante 3 horas,

3.-3e¢ dejé enfriar la muestra y se evapord bajo una corrien
te suave de nitrégeno hasta dejar aproximadamente 109»1, -
para lo cual se colocaron dos entradas en el tandn del tubo
una para la entrada del nitrégenc y otra para la salida del

mismo.

4.-Evaporada la muestra a 100u.l se 5elld verfectamente el

tubo para evitar la hidratacién de la muestra.

5.~Finalmente la muestra se analizd en un espectrdmetro de
masas marca Hewlett Packard.
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T.~-Estudio microscfpico de oerebros de egquinos.

Se realizé un estudio a nivel de mioroscopfa electrénica
de transmisién de cerebros de equinos con lesiones de leu-—
coencefalomalacia (LEM) y edema cerebral (EC), para obser—
var los dafios a nivel ultraestructural en los axones (subs

tancia blanca).

a)Estudio de microscopia electrénica de transmisién.

Para este estudio se utilizaron 3 cerebros de caballo,
uno con lesiones de LM, otro con lesiones de EC y un ce-
rebro sano como referencia,

La metodologia realizada fue la siguiente:

1.~Con un bisturi se cortaron trozos de cerebro en cubos
de 5x5 milfmetros,

2.~Los trozos se fijaron por 24 horas a £¢ en glutaralde—~
hido al 6,5% con un amortiguador de Cacodilato de Sodio al
0.2 molar.

3.-Se fij6 una hora mds a 4°C en trozos més pequefios.

4,-Los trozos se lavaron 3 veces en amoriiguador de Cacodi

lato de Sodio con 15 minutos en cada cambio.

5.=Los trozos se postfijmrron con Tetrabéxido de Osmio 1 hora
a 4°c.

6.~3e lavé 3 veces en amortiguador de Oacodilato de Sodio

con 15 minmutos en cada cambio.

7.-3e realizé la deshidratacién con alcohol etflico al 30%,
50%, 70%, 80% y 964, con cambios de 15 minutos cada uno.

8.~56 realizaron 3} ocambios en alcohol absoluto con 20 mi-

nutos cada cambio.
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9,-Se pasaron los trozos a dxido de Propileno con alcohol
et{lico en las concentraciones 3:1 v/v, 2:2 v/v, 1:3 v/v,

con 20 minutos cada cambio,
10.~5e pasaron los trozos a 6xido de Propileno 20 minutos.

11.-Los trozos se pasaron a 6xido de Propileno con resina
en las concentraciones 3:1 v/v, 2:2 v/v, 1:3 v/v, con 20

ninutos cada cambio.

12,-Posteriomente loa trozos se pasaron a resina durante

2 horas,
13,.108 trozos se incluyeron en resina nueva.

14,-ILas muestras se pusieron a polimerizar en una estufa

por 48 horas a 60° C.

15,-1a inclusién se cortd en forma de pirdmide con una na-
vaja y 8e colocd en un ultramicrotomo marca Optical 2.
Reichert, Austria, OMU3. '

16.~Se hicieron cortes de 250 K con una cuchilla de vidrio

de 5 milfmetros de espesor.

17.-Los cortes se tifieron con Acetato de Uranilo (hecho 2l
44 en aleohol etflico del 50%) y Zitrato de Plomo de Reynols,

18.~3e montaron los cortes en las rejillas metélicas y se
observaron en un microscopio electrénico de transmisién

marca Carl Zeiss.
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8.- Prueba bioclégica (PFigura 13).

Se utilizaron 3 caballos y 3 asnos procedentes del pobla
do de El Guarda en el Edo. de ¥éxico.

La prueba biolégica se realizd de 2 formas:
I.-Utilizando la micotoxina encontrada en la cromatografia
de capa fina.

II.~Utilizando el alimento contaminado.

Las caracterfsticas de los animales fueron:
Caballos
a) Yacho de 10 meses de edad con 100 Kg de peso.
b) Macho de 10 meses de edad con 110 Kg de peso.
¢) Hembra de 1 afio de edad com 120 Kg de peso.

Asnos:

a) Hembrs de 2 afios de edad con 100 Kg de peso.

b) Hembra de 2 afios y medio de edad con 100 Kg de peso.
¢) Macho de 1 aflo de edad con 100 Kg de peso.

I.- Prueba bioldgica con la micotoxina.

Para esta prueba se utilizaron los caballos a los curles
se les dosificé con cdpsulas que contenfan la micotoxina =~
encontrada en la cromatografia de capa fina.

Se utilizaron 2 micotoxinas, la micotoxina encontrada en
el alimento contaminado procedente de lugares donde se re~
portaron brotes de leuccencefalomalacia (LEM) y la micoto-
xina encontrada en el alimento contvaminado procedente de ~

lugares donde se reportaron brotes de edema cerebral (EC).

La micotoxina se encapsulé junto con el gel de silice co

mo exoipiente con un total de 20 mg por cépsula.
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£l peso conjunto del gel de sflice y la micotoxina se to
mé como la cantidad especifica de dosificaciédn de la mico-
toxina ya que la cromatografia de capa fina da cantidades
de partes por billén de micotoxina que solo pueden ser -
cuantificadas por métodos més sofisticados como la espec
trometris de masas.

Se dosifiocaron las micotoxinas a 2 caballos (a y b) de-

jando 1 como testigo (o).

Dosificacibn:

De loa estudios realizados sobre la leucoencefalomalacia
y el edema cerebral en distintas partes del mundo, no exis
te ningin trabajo acerca del uso de micoéoxinas para repro
ducir estas encefalopatfas, siendo en esta ocasién la pri-
mera vez que se lleva a cabo se dosificéd al azar para en—
contrar una dosis que reprodujera los sintomas y lesiones

cerebrales que producen estas enfenmnedades,

1.-Se dosificaron 55 cépsulas (1 100 mg= 1.1 g) de la micg
toxina encontrada en el alimento contaminado procedente de
lugares donde se reportaron brotes de leucoencefalomalacia
equina, via oral, al caballo "a" durante 31 dfas, de la 8i

gulente manera:

Primeros dfas, 13 dfas 1 cdpsula diaria
Subsecuentes 18 dfas 2 cdpsulas diarias

Total 31 dfas 55 cdpsulas

2.~Se dosificaron 45 cdpsulas (900 mg= 0.9 g) de la mico-
toxina encontrada en el alimento contaminado procedente de
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lugares donde se reportaron brotes de edema cerebral equi-
no, via oral, al caballo "b", durante 29 dfas de la si-

guiente manera:

Primeros df{as, 23 dfas 1 cédpsula diaria
Subsecuentes 4 dfas 3 cépsulas diarias
n 2 dfas 5 cdpsulas diarias

Total = 29 dfas 45 cdpsulas

3.~El caballo "c" que se utilizé como testigo fue alimenta
do con alimento limpio (paja y maiz).

IT.~Prueba bioldgica con el alimento contaminado.

Para esta parte experimental se utilizaron los asnos.

A los asnos "a" y "b" ge les dié alimento contaminado -
procedente de Tecolotldn, Jalisco donde se reporté un bro-
te de leucoencefalomalacia.

ElL alimento utilizado consistié de mafz en mazorca.

Fl asno "o" se utilizé como testigo y fue alimentado con
alimento limpio (paja y maiz).

En este experimento la dosificacién fue ad libitum duran
te 30 dfas,

Elaboracién de las cdpsulas:

Se raspd el gel de sflice que contenfa a la micotoxina.

Posteriommente, se pesaron 20 mg de la muesatra en una ba-
lanza ansl{tica marca Mettler.

Pinalmente,la muestra se colocé en una odpsula vacfa, -
las cédpsulas fueron adquiridas de la droguerfa Cosmopolita
S.A.



Este experimento se realizd en la Pacultad de Medicina
Veterinaria y Zooteonia de la U.N.AM. y fue supervisado
por la Dra. Reyna Sénchez San Martin del Departamento de
Patologia de la mencionada Pacultad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del hongo.

Bn el anflisis de la micoflora de las muestras de alimen
to contaminado (ver Tabla 6) se encontraron hongos de los

géneros Alternaria, Aspergilius y Pusarium.

La muestra 1 resulté negativa sl crecimiento de micoflo-
ra en el medio de oultivo, esto indica que este alimento -
analizado a pesar de ser de un lugaf donde se revorté un -
brote de leucoencefalomalacia (ver Tabla 5) no fue la cau~
sa de 1a enfermedad, pero sin emdbargo fue muestreado por -
encontrarse shi.

El género Aspergillus inicamente se encontiré en las mues
trag 2 ¥ 3, ¥ el género Alternaria en la muestra 8,

Pusarium resulté el hongo predominante en las =uestras -
analizadas ya que se encontrd presente en todas ellas.

As{, Pusarium se presentd en un 924 en las muestras ana-
lizadas, Aspergillus en un 17% y Alternaria en un 8% res—
pectivaments.

Pomando en cuenta inicamente las muestras de maiz {(3-7,
9~12) encontramos que Pusarium se presentd en un 100% como
el hongo predominante en la micoflora.

tuando el género Pusarium fue aislado, purificado y cul~-
tivado en los medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA),
Papa-Sucrosa-Agar (PSA) y Cloruro de Potasio-Agar (KCl-Agar),
se encontraron diferencias en el crecimiento micelial cuan
do se observaron las colonias a los 7 dias de crecimiento.

En el medio de cultivo PDA el micelio apenas alcanzadba a
cubrir toda el Area de la caja de Petri, su espesor era de

aproximadamente 2 a 3 mm y presentaba coloracién.



Tabla 6: Resultados de la micoflora encontrada cn las muestras de alimento contaminado.
MUESTRA PROCEDENCIA ENFERMEDAD STIEMBRA GENEROS IDENTTFICACION ESPECIES
REPORTADA EN PDA IDENTIF1CADOS POR COILORACION* IDENTIFICADAS
No. 1 Tantoyuca, [do.J L.E.M.I. Sin mico- o -
Cebada de México flora
No. 2 Tantoyuca, Edo CLL.E.M.E. 2 colonias| Fusarium sp. F acuminatum F. moniliforme
Cebada de México Aspcrgillus sp.|F avenaceum I
No, 3 Tantoyuca, Edo] L.E.M.E. 2 colonias| Fusarium sp. F avenaceum F. subglutinans
Mafz tri-| de México Aspergillus sp.|F nivale
llado -
No. 4 Tianguistengo, E.C.E. 1 colonia Fusarium sp. F graminearum F. subglutinans
Mafz en Edo. de México F sambucinum
mazorca R——
No. § Tianguistcngo, { E.C.C 1 colonia | Fusarium sp. E avenaceun F. moniliforme
Maiz en Bdo. de México F moniliforme
mazorca T sporotrichioides
I subglutinans
No. 6 Tianguistengo, | LE.C.E 1 colonia | Fusarium sp. F avenaceum F. moniliforme
Maiz en lido. de México F moniliforme
mazorca F sporotrichioides
E subglutinans
No. 7 Tianguistengo, E.C.E 1 colonia Fusarium sp. F avenaceum F. moniliforme
Maiz en Edo. de México F moniliforme
mazorca T sporotrichioides
F.subglutinans
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Tabla : Continuacién.
MUESTRA PROCEDENCIA ENFERMEDAD SIEMBRA GLENEROS IDENTIFICACION ESPECIES
REPORTADA EN PDA IDENTIFICADOS POR COLORACION* IDENTIF{CADAS
No. 8 Atizapan de¢ Za-| Hemorragia 2 colonias) Fusarium sp. F. acuminatum F. moniliforme
Cebada ragoza, Edo de cerchral Alternaria sp. |E. avenaceum T
México — e

No. 9 Tecolotlén, L.E.M.E, 1 colonia | Fusarium sp. E avenaceum F. monjliforme
Maiz en Julisco F moniliforme
mazorca I nivale

F sporotrichioides

F subglutinans
No. 10 Tecolotldn, L.E.M.E. 1 colonia | Fusarium sp. E. avenaceum F. moniliforme
Maiz en Jalisco F monififorme
mazorca F sporotrichioides

F subglutinans
No, 11
Maiz des- | Tecolotldn, L.EMNE, 1 colonia | Fusarium sp. E avenaceum F. anthophilum
granado Jalisco T moniliforme

F sporotrichioides

F subglutinans
No, 12 Tccolotlén, L.E M. 1 Colonia Fusarium sp. F clamidosporum F. moniliforme
Maisz Jalisco F oXysporum -
molido - o
PDA: Papa-Dextrosa-Agar.
L.E.M.E.: Lcucocncefalomalacia equina, o
E.C.E.: Bdema Cerebral equino. ~

*: Identificacién parcial en base a la coloracién de la colonia (Nelson, et al., 1983},
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En el medio de cultivo PSA se observé un gran crecimien-
to micelial, éste cubrié toda el 4rea de la caja, presentd
un espedor de aproximadamente 7 a 8 mm y no presentaba co-
loracidn, todos los medios eran de color blanco,

Pisher, et al., 1983, reporté un buen desarrollo de cade
nas de microconidios del género Fusarium en el medio de -
cultivo KCl-Agar, sin embargo, en este trabajo el medio de
cultivo presentd un escaso crecimiento miceliaml, éste ape~

"nas se notaba sobre el medio en forma de una tenue red.

Para la identificacidn preliminar a nivel de especie por
coloracidn de la colonia (ver Tabla 6), el medio de cul-
tivo PDA resultd ser el més adecuado, ademds de que en es-
te medio algunas especies presentan una coloracién particu
lar (Nelson, et al., 1983).

Se considerd$ pertinente incluir la columna de "identifi-
cacién por coloracidén' dentro de la Tabla 6 ya que en el -
libro de Nelson, et al., 1983, viene una escala precisa de
colores de colonias de Pusarium en PDA, ¥y como el color es
variable segin el medio de cultivo, pues es Gtil establecer
con exactitud cudl presentaba nuestro cultivo.

$in embargo, hay que estar claros en que el hongo identi-
ficado es lo védlido ya que en ocasiones no coinciden la co
1ﬁmna de "identificacidn por coloracién" y de *"especies ~
identificadas"”, siendo estas dltimas las que hay que consi
derar como verdaderas y se dejard la columna de "idemtifi~
cacién por coloracién" como una apreciacién macroscépica -
de referencia y no es que se hubieran obtenido estas espe
cies en realidad en la micoflora,
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Determinacién del hongo.
De los 3 medios de cultivo utilizados para la detemina
¢ién a nivel de especie del género Fumarium el PDA resul-

t6 ser el mejor ya que al realizar las observaciones hajo
el mioroscopio las estructuras reproductoras (conidiéfo-~
ros, microconidios y macroconidios) presentaron un mejor
desarrollo y pudieron apreciarse fécilmente,

En ¢l medio de cultivo PSA a pesar del gran crecimiento
y ndmero de hifas, los conidiéforos eran escazos y no se
podfan distinguir fédoilmente,

En el medio de cultivo KCl-Agar se observé un escaso nd
mero de hifas, casi no se obaservaron conidiéforos, a pesar
de que hubo un buen desarrollo de macroconidios.

Baséndose en el manual de identificacién de Pusarium de
Nelson, et al., 1983, se determinaron las especies PFusa—-

riun anthophilum, Fusarium subglutinans y PFusarium monili-

forme {ver Tabla 6).

Pusarium moniliforme Sheldon, fue identificado con base

en el tamafic y la forma de 1os microconidios y maoroconi-
dios; presencia de cadenas de microconidios; presencis de
monofidlides y ausencia de polifidlides y clamidosvoras -
(ver Pigura 14 y 15).

Pusarium subglutinans (Wollenw & Rinking) Nelson, Tous-

soun & Marasas comb. nov. fue identificado con base en -
el tamafio y forma de los mioroconidios y macroconidios; -
ausencia de cadenas de microconidios; presencia de mono--
fidlides y polifidlides, y ausencia de clamidosporas (ver
Pigura 16 y 17).

La ausencia de cadenas de microconidios y la presencia
de polififlides en Pusarium subglutinans son caracter{s-
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ticas que utilizen Nelson, et al., 1983, para elevar a ran
go de especie a Pusarium moniliforme Sheldon var. Subgluti-
nans Wollenw & Reinking.

Fusarium anthophilum (A. Braun) Wollenw fue identificado

con base en el tamafio y forma de los microconidios (ovales
¥ piriformes) y macroconidios; presencia de monofidlides y
polifidlides, y ausencia de clamidosporas (ver Pigura 18 y
19).

P. moniliforme fue encontrado em las muestras que repor-
taron lemcoencefalomalacia (2,9,10 y 12), edema cerebral -
(5~-T) y hemorragia cerebral (8). F. subglutinans fue encon
trado en las muestras que reportaron leucoencefalomalacia
(3) v edema cerebral (4). Y F. anthophilum aparecié en la
muestra 11 donde se reportd leucoencefalomalacia (ver To--
bla 6),

Pinalmente se puede observar que las especies F., monili-
forme y F. subglutinans se encuentran implicadas en alimen
to contaminade procedente de lugares donde se reportaron -

brotes de leucoencefalomalacia y edems cerebral en equinos.



Figura 14, Fusarjup moniliforme: a,b, cadenas de microconidios; c,
monofidlides; d, macroconidios y microconidios (a 505x,
b-d 1250x).



Monofialides

Figura 15. Fusarium moniliforme: a, microconidios;

b,c, monofidlides ( a 4000x, b 1600x,
c 4400x).
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Figura 16. Fusarium subglutinans: a,b, macroconidios y microconidios;

c,d, monofidiides y polifidlides ( a 1250x, b 505x, c,d
1250x ).



- .

Figura 17. Fusari

um subglutinans: microconidios.

4400x

T4



Figura 18. Fusarjum anthophilum: a,b monofifilides; c, microconidios

(ovales y piriformes); d, polifidlides (a,b 1250x, c,d
505x).



- Figura 19. Fusarium anthophilum; a, monofi4lides;
b, microconidios (a 1800x, b 1800x).
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Extraccidén de micotoxinas.

Se utilizaron las técnicas de extraccidn de micotoxinas
de Stoloff, gt al.(1971), Thomas, et al. (1975) y Romer -
(1.986) para abarcar el mayor nimero de posibles micotoxi-
nas que pudieran estar implicadas en el alimento contami-
nado que fue analizado.

Al término de las extracciones, como resultado, se obser
vé que los tres métodos son muy efectivos ya que los es-
tdndares presentaron una buena fluorescencia cuando las -
placas se observaron bajo luz ultravioleta.

No se detectaron aflatoxinas, Zearalenona ni tricotece-
nos tipo A (ver Tabla 7) en las muestras analizadas, sin
embargo en los cromatogramas de las técnicas aparecieron
2 manchas que correspondieron segin la técnica de Romer -
(1986) =& tricotecenos tipo B (ver Tabla 7) dando como re-
sultado que las técnicas de Stoloff, et al. (1971) y Tho-
mas, et al. (1975) también pueden extraer micotoxinas del
grupo de los tricotecenos. Sin embargo, la técnica de Ro-
mer (1986) que es especifica para tricotecenos extrae una
meyor cantidad de estos (ver Tabla 7) y detecta de qué ti
po son (A ¢ B).

Comparando las 3 técnicas de extraccién en cuanto a -~
tiempo de extraceidén por muestra, costo y riesgo de traba
jo se encontré que:

El método de Stoloff, et al. (1971) requiere de 80 minu
tos para su realizacién, tiene un costo aproximado de 5.80
dé6lares U,S. (Pereda, 1987) y un alto riesgo de trabajo -
por utilizarase sustancias muy téxicas (acetonitrilo, é&ter

de petréleo y cloroformo).
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Tabla 7: Micotoxinas obtenidas en la cromatografia de capa

fina.
Micotoxinas
Téeni Aflatoxi ) Tricotecenos
cnica ‘latoxinas lea- [+ -
de Muestra rale Tipo A Tipo B
. - \ —FVN -
extraccién By IB, |Gy G2 nona |T-2 [DAS |DON MD, fo MD, Rfg
testigo -~ - - - - - - - - -
2 - - = = - - = - + 0.92) + 0.7t
Stoloff, 3 - - - - - - - = - -
- - - = - = — =+ 0,92 + 0.7
et al., g - T - - - - T 0.9 * 0.72
1971. 6 - - = = - - - - - -
7 - - = - - - - - - -
testigp - - - - - - - - - -
2 - - = - = + 0.90 + 0.71
3 - — = - - - - - - —
4 - - - = - -~ —~ — 4+ 0,90 + 0.72
Thomas, 5 - - - - - - - - - -
et al., > - - I I I - - - - |:Z
1975. 8 - - = - - - - - - -
9 - - - - - - = - - + 0.71
10 - - - - - - - - +0.9]| + 0.71
11 - - - - = = = = +0.9]| -
12 - - = - - - - - - —
testigo - - -~ -~ - - = = - -
2 - - - - - - - - +0.8]|+ 0.74
3 - - = - - = = = - + 0.74
1 —_ - - - - +0.87 | —
5 - = = - - - - - —
Romer, 6 o _ _ _ _ +0.87 | -
1986. 7 - - = - - - - - +0.89 | + 0.74
8 —_ e e = - - - — - -
9 - - e - - - =~ -  +0.86| -
10 - - - - - - - + 0.86 | —
11 - - - - - - - - +0.86 | —
12 - - = - - - - - +0.87 (| —
T-2= Toxina T-2 Rfi de los estandares utilizados:
DAS= Diacetoxiscirpenol
DON= Deoxinjivalenol Bl= 0.44 Z= 0.80
MD.= Man i t
= M2 cha desconocida #1 B,= 0.41 T-2= 0.26
MD_= Mar i -
4D2 ancha desconocida 2 ‘31": 0.40 DAS= 0.21
Rf= [ 16
f= Factor de retardacidn G = 0.36 DON= 0.68
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Fl método de Thomas, et al.(1975) requiere de 70 minutos
para su reslizacién, tiene un costo aproximado de 1.78 db-
lares U,S.. (Pereda, 1987) y un moderado riesgo de trabajo
por utilizarse solamente ¢loroformo y hexano como sustan--
cias téxicas.

Fl método de Romer (1986) requiere de 40 minutos para su
realizacidn, tiene un costo aproximado de 6 délares ©U.S5, -
(el costo se da en dbélares para poder precisar en cualquier
fecha su costo real en moneda nacional) y un alto riesgo -
de trabajo por utiligarse sustancias muy téxicas (acetato
de etilo, acetronitilo, tolueno, cloroformo, dcido férmi-
co y 4cido sulfdrico).

Identificacién de migotoxinas.

Al realizar la cromatografia de capa fina no se detecta-
ron aflatoxinas ni gzearalenona. BEn los cromatogramas co--
rrespondientes a las técnicas de extraceién de Stoloff, et
al.(1971) y Thomas, et al.(1975) se encontraron en algunas
muestras analizadas, principalmente la muestra 2 y 4 (ver
Tabla 7), dos manchas fluorescentes que no correspondieron
a los esténdares, una manche (Rfi= 0.71 a 0.72) por abajo
de la zearalenona (Rfi= 0.80) y una arriba (Rfi; 0.90 a -
0.92) de ésta.

Como el género Pusarium produce principslmente micotoxi-
nas del grupo de los tricotecemos (Marasas, et al.,1984)
ge procedil a realizar la técnica de Romer (1986), la cual
es especifica para este grupo de micotoxinas, Cuando se -
realizéd esta técnica el cromatograma correspondiente a los

tricotecenos tipo A resulté negativo (ver Tabla 7) ya que

_ESTA TESIS WO DEBE
SALIR DE LA BIBLIBTECA
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g20lo aparecieron 108 estédndares utilizados (Toxina 7-2 y
Diacetoxiscirpenol). En 6l oromatograma correspondiente a
lo8 tricotecenos tipo B aparecieron nuevamente estas dos
manochas, pero en este caso se detectd un mayor nmimero de
&stas y se presentd una ligera variacién en los valores -
de Rf (ver Tabla 7).

Fl valor de Rf de la mancha fluorescente catalogada co-
mo mancha desconocida # 1 bajé ligeramente (Rfi= 0.86 =
0.89) con respecto al valor obtenido anteriomrmente (Rfi.—-
0.90 a 0.92), y el BRf correspondisnte a la mancha fluores
cente catalogada como manche desconocida # 2 subié lige-
ramente (Rf'i= 0.74) también con respecto al valor obteni-
do snteriomente (Rf—i= 0.TL a 0.72), Ver Tabla 7

Esta variacién en los valores de Rf se debe a la dife-
rencia que existe entre la técnica de Romer (1986) con -
las de Stoloff, et al.(1971) y Thomas, et al.(1975), en -
1a metodologfa y desarrollo de la eromatografia de capa -
fina, como ejemplo se puede citar el uso de diferentes de
sarrolladores de micotoxinas (ver técnicas de extraccién).

Las dos manchas fluorescentes se catalogaron como trico
tecenos tipo B ya que s8dlo aparecieron en la placa corres
pondiente a este tipo de tricotecenos (ver Tabla 7).

EBstas micotoxinas aparecieron en las muestras que repor
taron brotes de lewcoencaefalomalacia (2,9-12) y Edema -
cerebral (4,6,7), siendo en las muestras 2 y 4 donde esias
dos micotoxinas aparecieron en los cromatogramas de las -
tres técnicas de extraccién (ver Tabla 7).

Log valores de Rf de los esténdares utilizados no corres
pondieron con los citados en la técnica (ver Tabla 8).
Romer (1986) menciona que los valores de Rf varfan pero la

seouencia siempre es la misma, esto es, para los tricote~
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Tabla 8: Comparacién de los valores de- Rf obtenidos de los
Tricotecenos utilizados con otros velores t8oricos.

Tricotecenos re® Ri‘b Rt
Toxina T=2 0.34 0.2% —_—
Tipo Diacetoxiscirpenol 0.27 0.2 —
A Toxina HT=-2 - 0.17 h— e
Neosolaniol 0.13 — 0.15
Pusarenona X 0.69 S 0.31
TP | peoxinivalenol 0.50  0.63 = —
B | Nivalenol 0.19  — 0.05

R£%= Valores de Rf segfin Romer (1986} con desarrollador
tolueno-acetato de etilo-dcido f£4rmico ai 90% (6:2:1
v/v/¥) para tricotecenos tipo A y desarrollador ace-
tato de etilo-metanol (20:1 v/v) para tricotecenos
tipo B.

b )
Rf = Valores de Rf de los estdndares obtenidos en la pre-

gente tesis bagjo la técnica de Romer, 1¢36.

RE®= valores de Rf segin Purchase (1974) con desarrollador
acetato de etilo-hexano (3:1 v/v) para zabos tipos
de tricotecenos,
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men de cada una de las 2 micotoxinas desconocidas.,

Es importante sefialar que era més factible analizar las
micotoxinas encontradas con la téonica de Romer (1986), -
pero el inconveniente que se presentd fue que esta técni-
ca requiere de la aplicacién de una solucidén Cloruro de -
Aluminio-metanol la cual queda impregnada en la placa (ver
técnica de Romer, 1986). Estos compuestos se mezclan con
las micotoxinas en el momento de separar éstas del gel de
sflice y al ser analizadas por espectroscopia infrarroja
interferirfan en las bandas correspondientes a los grupos
funcionales de las micotoxinas.

De los cromatogramas con la técnica de Thomas, et al. -

(1975), =e purificaron las micotoxinas correspondientes a

1

la muestra 2 (que causé brotes de leucoencefalomalacia
equinag) y muestra 4 (aque causé brotes de edema cerebral -
equino). Se trabaejé con estas micotoxinas porque aparecig
ron en los cromatogramas de las tres técnicas de extraccidn
¥ representan las dos enfermedades reportadas.

Se obtuvieron cuatro micotoxinas purificadas; de la mues
tra 2 la micotoxina correspondiente a la mancha desconoci=-
da # 1 (Rfis 0.90) y la correspondiente a la mancha desco-
nocida # 2 (Rfi= 0.7L); ¥y de 1la muestra 4 la micotoxina co
rrespondiente a la mancha desconocida # 1 (Rfi= 0.90) 7 1=
correspondiente a la mancha desconooida # 2 (Rfi= 0.72) -
ver Tabla 7,

Al realizar la espectroscopfa infrarroja se detectaron -
en loa espectrogramas de los estdndares de los tricotece-
nos las bhandas correspondientes a los grupos funcionales =
de las moléculas de estas micotoxinas (ver Figura 20, 21
¥y 22).
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cenos tipo A la Toxina T-2 siempre presentard el valor Rf
méds alto seguida del Diacetoxiscirpenol, Toxina HT-2 y el
Neosolaniol respectivamente, para los tricotecenos +ipo

B Pusarenona X tendrd el valor de Rf méds alto seguido del
Deoxinivalenol y el Nivalenol (ver Tabla 8).

En los resultados se observdé esta secuencim, la Toxinag
T-2 presenté el valor de Af méds alto (Rfi= 0.26) seguida
del Diacetoxiscirpenol (B;f-x-= 0.21) Ver Tabla 8

Tomando en cuenta la diferencia (0.19) entre los valores
de RT (dados por Romer, 1986) de la Pusarenona X (Rf= 0.69)
y el Deoxinivalenol (Rf= 0.50), el valor de Rf de la Fusa
renona X en este trabajo corresponderfia a un Rf= 0,87 a -
partir de la sume de esta diferencia con el valor de Rf -
obtenido para el Deoxiniwv=lenol (Rf-i= 0.68) ver Tabla 8.

Con base en lo anterior le mancha desconocida # 1 (Ml)l)
corresponde a la micotoxina Pusarenona X, ya que el valor
téorico de Rf sacado para &sta (Rf= 0.87) entra dentro -
del rango de valores de RZ de la Mnl (Rfi= 0.86 a 0.89) -
ver Tabla 7.

La manche desconocida # 2 (MD2) no se pudo identificar
en la cromatografia de capa fina.

Estas dos micotoxinas enmcontradas en la cromatogratia —
de capa fina MDl Yy MD2 fueron analizadas ypor la técnica de
espectroscopla infrarroja para detectar los grupos funcio
nales caracteristicos de.las moléculas de estas micotoxi-
nas e identificarlas mediante estos grupos funcionales.

Las micotoxinas analizadas por esta técnica fueron puri
ficadas (ver técnica de espectroscopia infrarroja) a par-
tir ‘de los cromatogramas de la técnica de Thomas, et al.

(1975) pues esta técnica permitié obtener un mayor volu--
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En los espectrogramas del Diacetoxiscirpemol y de la To-
xina T-2 (ver Figuras 20 y 21) se encontraron las bandas -
correspondientes a los grupos hidroxilo (0H), metilos y me
tilenos (OH3 v GH2)

los cuales corresponden a 1los grupos funcionales que carag

y carbonilos del grupo éster (-(-0-),

terizan a estas dos moléculas.

El Deoxinivalenol en el espectrograma infrarrojo (ver Fi
gura 22) presenté las bandas correspondientes a los grupos
muuuomm,m%uwymwnmw(m%yc%)ygmwsg
ter (C0-0-C) que caracterizan a los grupos funcionales de -
esta molécula. Tambien se observé que no aparecieron bandas
oorrespondientes a carbonilos del grupo éster que caracte-
rizen en general a los tricotecenos tipo A (comparar Figu-
ras 20 y 21 con la Pigura 22). Ademds aparecié une pequefia
banda que representa un doble enlace Carbono-0xigeno (C=0)
que podrfa corresponder al que vresenta la molécule de es-
ta micotoxina (ver Piguras 6 y 22).

Bl espectrograma de la micotoxina correspondiente 2 la -
mancha desconocida # 1 de 1la muestra 2 (ver Pigura 23) pre
gentéd bandas de los grupos metilos y metilenos (GH y CH ),
éter (0~0=C) y carbonilos del grupo éster (-O-O—). Ademés
apareoid una pequefia banda que representa un doble enlace
Carbono-0x{geno (C=0) y una ligera tendencia a formar una
banda del grupe hidroxiloe (0H). Este espectrograma es muy
similar al de la micotoxina de la mancha desconocida # 1
de la muestra 4 (ver Pigurs 24) pues los prinecipales gru-
pos funcionales se encuentran localizados en las mismas -
bandas, a diferencia de que en el espectro de la muestra
4 las bandas correspondientes al doble enlace Carbono-0xi

geno yalos grupos metilenos y metilos estan més acentua-~
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das que en la muestra 2. Las variaciones entre 1os dos es=-
pectrogramas se deben a que las micotoxinas no presentan -
una pureza del 100% como los estindares.

La cromatografia de capa fina mostré§ que estas micotoxi-
nas son tricotecenos tipo B'y el anflisis de egpectroscopia
infrarroja detectdé una banda correspondiente al carbonilo
del grupo éster que 86lo se encuentra presente como grupo
funcional en la Fusarenona X (ver Pigura 6) en los tricote
cenos tipo B,

Por lo tanto, este andlisis al igual que la cromatografia
de capa fina indiecan que estas dos micotoxinas aunque tie-
nen el mismo Rf no son la misma sino diferentes, pero ambas
se asemejan a la estructura de la Pusarenona X.

Las micotoxinas correspondientes a la mancha desconocida
# 2 de las muegtras 2 y 4 (ver Figuras 25 y 26) presenta-—
ron en el espectrograma los grupos metilos y metilenos (’JH3
Y GHZ), &ter (0-0-C), carbonilos del grupo éster (-é-o-),
hidroxilos (0H) y doble ligadura Zarbonc-Oxigeno (7=0}, 1o
calizados en las mismas bandas, diferencidndose en la in--
tensidad de algunas de estas bandas. Este diferencia se
atribuye a que aungue son moléculas similares no son la mis
ma aungue tengan igual Rf,

Estas dos micotoxinas al igusl que las correspendientes
a la mancha desconocida # 1 presentaron un grupo carbonilo
del éster que también se representa en la Fusarenona X, sin
embargo &atas presentaron un Rf muy bajc en la cromatogra=—
fia de capa fina (ver Tabla 7), por tanto estas correspon-~
den a otras micotoxinas (ver Tabla 2).

Un andlisis quimico que identifica plenamente los compo-

nentes de una moléoula es la espectrometria de masas. Se
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realizd este proceso de identificacién resultando negativo
porque la cantidad de muestras de las micotoxinas analiza--
das fue insuficiente para ser detectadas por el espectrb--
metro de mases.,

Por la estructura de las micotoxinas encontradas se dedu

¢e que no puede ser la moniliformina como se crefa,
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Estudio microscédpico de cerebros de equinos.

El estudio de microscopfa electrénica de transmisidén re
veld diferencias microestructurales entre el material sano
(cerebrn de caballo sano) y el material con lesiones de -
leucoencefalomalacia y edems cerebral (cerebro de caballo
con leucoencefalomalacia y ceredbro ie cahallo ¢on edema -
cerebral,

Para una buena observacidn de las diferenciaz entre los
cerebros con lesiones de las enfermedades y el cerebro sa
no, se compararon 3 zonas, una de cada cerebro, vara apre
ciar los daflos estructurales.

La zonz corresnondiente al cerebro con Zdema cerebral -
(Rigura 27) presentd hinchamiento de mielina; fragmenta-——
cifn de algunas fracciones de mielina y degeneracién del
axén. Ademds se observé disociscién de los grupos mielf-
nicos con pérdida de ls morfolozfa de 4dreas de substancia
tlanca debida a la presencia de un material homogéneo dis
tribuido entre estos grupos mielfnicos.

Lz zona correspondiente al cerebro con leucoencefalomg-
lacia (Pigura 28) presenté nérdida de las areas de cubstan
cia hlonea; oresencia de conglomerados amorfos que corres
poriden a fragmentos de neurdpila, también se pudo apreciar
la presencia de slgunos fragmentos de mielina, sin embargo
r¥a no se observaron axones.

=n comparacidn con los dafios presentados en Leucoencefa-
lomglacia y Edema cerebral, en la zona correspondiente al
cerebro sano se observd continuidad y buena delimitacién

del contorno de los componentes de la mielina y el axén.
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Figura 27. Edema cercebral: Hincha
miento de mielina con degeneracidn
de axones y disociacién de los gru
nos mielinicos con pérdida de la ~
morfologia de dreas de la substan-
cia blancu. 9500x

M= llinchamiento de mielina
DA= Degeneracibn de axones
DGM= Disociacibén de grupos mielinicos.

Figura 28. Leucoenccfalomalacia: Pér
dida de las 4reas de la substancia <
blanca, presencia de conglomerados -
amorfos y fragmentos de mielina.
9500x

PSB= Pérdida de substancia blanca
CA= Conglomerados amorfos
FM= Fragmentos de mielina

Figura 29. Cerebro sano: Presencia
de mielina y axones.

M= Mielina

A= Axoncs
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Prueba bioldgica.

Ias micotoxinas dosificadas a los caballos fueron las de
Rf correspondiente a la Fusarenona ¥. ILa micotoxina de la
muestra 2 (aislada de alimento contaminado cue caus§ Teu-
coencefalomalacia) ¥y la micotoxina de la muestra 4 (aisla-
da de slimento contaminado que caus§ Edems cerebral).

A los asnos se les dio alimento contaminado que causd -
Leucoencefalomalacia.

El caballo dosificado (durante 31 dfas) con la micotoxi
na aislada de alimento contaminado que causd Leucoencefalo
malacia presenté los s{ntomas de somnolencia y ligera in--
coordinacién alternando con dfas en que el animal se vefa
recuperado. El animel nunca se postré ni presentd otro ti

po de sintomas (ver Pigura 30).

El caballo dosificado (durante 29 dfas) con la micotoxi-
na de alimento contaminado gue causé Edeme cerebral presen
t6 los sintomas de pérdida de apetito, lagrimeo, incoordi-
nacién al caminar, somnolencia, depresidn, cabeza en posi-
cibén hacia abajo, apoyo de la cabeza contra le cerca Yy
postracidn (ver Figura 31). En los dltimos dfas del experi
mento el animal ya no podia levantarse, fue sacrificado ¥y
en la necropsia no se observaron dafios en encéfalo ni en -
érganos viscerales.

Bn el estudio histopatolégico se encontré Edema (ver Fi-
gura 32) distribuido perivasoular y en forma general en la
substancia blanca del cerebro, acompafindo de hemorragias -
(ver Pigurz 33). La substancia bdlanca presenté un aspecto
esponjoso debido al Edema (ver Figura 32). También se apre
cié gran actividad de la astroglia, microglia y de la oli-



94

godendrogiia (gliosis).
En higado se observé moderada proliferacién de conductos
biliares e infiltracién grasa en hepatocitos (hepatosis).

Los asnos alimentados (durante 30 dfas) con alimento PTO
cedente de un lugar donde se reporté un brote de leucoence
falomalacia, en general no presentaron sintomas de la en=
fermedad, a excepcién de los primeros dfas donde se obser-

v8 pérdids de apetito y somnolencia.

Los animales control no presentaron ningn cambio,.

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de log -
hongos Pusarium moniliforme y F. subglutinans en el alimen
to contaminado procedente de lugares donde se reportaron -

brotes de leucoencefalomalacia y edema cerebral equino, es
to quedS demostrado en el andlisis de micoflora donde estos
dos hongos aparecieron en las muestras analizadas, con ex-
cepcifn de la muestra 1 que resulté negativa al andlisis -
de micoflora, por 1o que este alimento quedd considerado -~
como no causante de los brotes de leucoencefalomalacia a
pesar de haber sido muestreado en el lugar del brote de la
enfermedad.

Estos dos hongos presentaron micotoxinas con el mismo Rf
y espectrograma infrarrojo similer, sin embargo, en la prue
ba bioldgica encontramos diferentes resultados con cada una
de las toxinas, mostrando que son diferentes,

La dosificacién realizada en la pruebs biolégica con 1a
micotoxina aislada del alimento contaminado sospechoso de
producir edema cerebral mostré que ésta es cmausante de la
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enfermedad al haber reproducido los sintomas clfnicoes y -
dafios cerebrales de edema en el caballo. Sin embargo, 1la
leucoencefalomalacia no se pudo reproducir después de 1la
dosificacién, Posiblemente la cantidad aplicada de micoto
xina fue insuficiente para reproducir la leucoencefaloma-
lacia ya que en los primeros dfas el caballo tratado pre-
senté sintomas de dsta, pero posteriormente se recuperd.
De igual forma la prueba realizada en asnos con alimen-
to contaminado sospechoso de producir leucoencefalomalacia
resulté negativa por tanto este alimento a pesar de prove
nir de un lugar donde se presenté un brote de esta encefa

lopatia no estuvo implicado como causante del brote.



+ ALIMENTO CONTAMINADO (LEME)
POR 30 DiAS,
PRESENTARON ANOREXIA Y SOMNOLENCIA
SE RECUPERARON,

TESTIGO SAND + TOXINA (LEME) PoR 31 DIAS
PRESENTO SOMNOLENCIA E IN-
COORDINACION,
SE RECUPERG,

+ ToxINA (EC), PRESENTS LAGRIMEO, INCORDINACION, SOMNOLEN-
CIA, DEPRESION, APOYO DE LA CABEZA CONTRA LA CERCA (CEFALIA),
POSTRACION Y MUERTE.

PRESENTG EDEMA CEREBRAL E HIGADO FIBROSO Y GRASO, o

9

Figura 30: Resultados de la Prucba Biolégica.



Figura 31: Caballo postrado después de dosificar
con la micotoxina aislada de alimento
contaminado que causd Edema ccrebral, *
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Figura 32: Infiltracién de liquido intersticial (Edema)
y presencia de astroglia reactiva (astroci-
tos). 400x *
AR= Astroglia reactiva
EC= Edema cerebral

Figura 33: Vaso sanguineo congestionado y zonas
hemorrdgicas. 400x *
VSC= Vaso sanguineo congestionado
H= Hemorragias

* Fotografias tomadas por la Dra. Reyna Sfnchez San Martin
del Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auté-

noma de México.
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CONCLUSIONES

1.~ En México existen reportes de brotes de encefalopatias
de equinos atribuidos a virus como agente causel sin consi
derar que estos brotes pueden deberse al consumo de alimen
to contaminado con micotoxinas como lo demuestra este tra-
bajo.

2.~ Los métodos de Stoloff, et al. y Thomas,et al. utili-
zados tradicionalmente para la extraccién de aflatoxinas -
también extraen micotoxinas del grupo de los tricotecenos.

3.~ Pusarium moniliforme, Fusarium subglutinans y PFusarium

anthophilum se encuentran en alimento contaminado sospecho
80 de producir leucoencefalomalacia equina.

4.~ Fugsarium moniliforme y Fusarium subglutinans estan pre

sentes en slimento c¢contaminado procedente de lugares donde

se reportaron brotes de edema cerebral equino.

5.= La micotoxina Fusarenona X y otras micotoxinas del gru
po de los tricotecenos tipo B estan presentes en alimento
contaminado procedente de lugares donde se reportaron bro

tes de leucoencefalomalacia y edema cerebral equino.
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6.~ Los estudios realizados demuestran que la micotoxina -
moniliformina, la oual a sido mencionada como posible cau-
sa de la leucoencefalomalacia y el edema cerebral, no estd

implicada en estas enfermedades.

T.- La micotoxina identificada como Fusarenona X es respon
sable del Edema cerebral equino, ya que se reprodujo la en
fermedad en la prueba biolégica al dosificar con esta mico

toxina,

8.~ La micotoxina encontrada en el alimento contaminado -
sospechoso de producir leucoencefalomalacia equina no es ~
responsable de esta encefalopatfa, ya& que no reprodujo la
enfermedad en la prueba biolégica.
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