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RESUMEN 

La leucoencefalomalacia {LEM) y el edema cerebral (EC) -

son enfermedades que se presentan en cabal.1.os y asnos, or! 

ginándose como resultado 'de una micotoxicosis debida al 

consumo de alimento, principalmente maiz, contaminado con 

los hongos Fusarium monilifonne y ~· subglutinans, El fac­

tor patol6gico que origina estas enfermedades es una mioo­

toxina producida por estos hongos, la cual se desconoce 

así como el mecanismo por el oual ésta induce el proceso 

patol6gico. Algunos investigadores (Kriek !:,! !!:!.·• 1981 y 

Marasas et !!•,1984) han llegado a mencionar a la miooto­

xina moniliformina como el posible factor patol6gioo. 

Las lesiones causadas por esta enfermedad son a nivel de 

sistema nervioso central, principalmente en el cerebro, y 

se caracterizan por un reblandecimiento debido a necrosis 

de tipo licuefactivo (malacia) limitado a la substancia 

blanca de uno o ambos hemisferios cerebrales con la conse­

cuente formaci6n de cavidades en el cerebro. Este proceso 

degenerativo va aoompa.iia.do de congesti6n, hemorragias, ed! 

ma (infiltraci6n de liquido intersticial) y lesiones en 6! 

ganos viscerales, principalmente en el hígado. 

En M~xioo,en los Últimos afios,se ha incrementado el mime 

ro de reportes de brotes de encefalopatías de equinos, los 

cuales han sido atribuidos a virus sin considerar una tox! 

cosis. Kl. presente trabajo se realiz6 para identificar loe 

hongos y sus micotoxinas como posibles responsables de es 

tas enfermedades. 

se analiz6 la mioonora de alimento contaminado proced8! 

te de lugares donde se reportaron brotes do LBII y BO equi-
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no. Se utilizaron 3 medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar 

(PDA), Papa-Suorosa-Agar (PSA) y tJloruro de Potasio-Agar 

(KCl-Agar) para inducir esporulaci6n en el hongo. Se rea­

liz6 la extracci6n de micotoxinas por las técnicas de st~ 

loff !! !!!· (1971), Thomas !! al. (1975) y Romer (1986). 

Se identificaron las micotoxinas por cromatografía de 

capa fina (ryop), espectroscopia infrarroja y espectrome-­

tría de masas. Además se realiz6 la prueba biol6gica en 

caballos y asnos utilizando las micotoxinas encontradas. 

En el análisis e identificaoi6n de la miooflora se en­

ccntr6 a los hongos Fusarium moniliforme, f • subg1utinans 

y !• anthophilum. 

Se encontraron 2 tipos de micotoxinas que correspondie­

ron a tricotecenos tipo B en la CCP. Esta técnica y la 

espectroscopia infrarroja mostraron la presencia de la 

micotoxina Fusarenona x. Los estudios realizados mostra­

ron que la micotoxina moniliformina no está implicada en 

estas enfermedades. 

Se encontr6 a la micotoxina identificada como Pusareno­

na X responsable del edema cerebral equino al reproducir 

la enfermedad en la prueba biol6gica,al dosificar con es­

ta micotoxina. 

No se pudo reproducir la leucoencefalomalacia en la 

prueba biol6gica, 
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SUMMARY 

The leuooencephalomalaoia (LEM) and brain edema (RE) are 

diseases present in horses and donkeys;whioh originate as a 

result of a mycotoxicoses due to the conaumption of feed, 

mainly coni, oontaminated with the fungi Fusarium monili-­

forme and !• subg1utinans. The pathological factor that 

originates these diseases is a myootoxin produced by the­

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

nism of the pathologioal procesa. Some researchers (Kriek 

!! !!!.•• 1961 and Marasas !! !!!•r 1984) b.6.ve mentioned mon! 

liformin as the possible pathological factor. 

The lesione caused by thia disease are in the central 

nervous aystem, mainly brain, and are characterized by a 

softening due to a liquid necrosis (malacia) in the white 

aubstance of one or both brain hemiapheres, with the 

conducive formation of caves in the brain. This degenerat! 

ve procese goes together with congestion, hemorrhages, ed! 

ma (infiltration of interstitial liquid) and lesiona in 

the viseara, mainly in liver. 

In Mexico, the nu.mber of reporta of equina encephalopa-­

thies have increaeed in the last years, and had been 

attributed to a virus without oonsideration of a toxin. 

·This work was made to identify the fungi and their 

myootoxins,that are responsible of these diseases and to -

show the presence of them in Mexico. 

The mycoflora of the contaminated feed that causad LEM 

and BE were analyzed. Three different culture media were 

used, Potato-dextrose-agar (PDA), Potato-sucroae-agar -

(PSA) and Potassium Chloride-agar (KCl medium) to induce 



esporulation of the fungi. The extraction of mycotoxins 

was made with the Stoloff .!!_ !!!.• (1971), Thom.as !! !!!.• 
(1975) a.nd Romer (1986) teohniques. The myootoxins were 

identified by thin layar ohromatography (TLC), infra-red 

espeotroscopy and maes espeotrometry. The biologioal -

test was done aleo ueing horses and donkeys treated with 

the found mycotoxins. 

In the a.nalysie and identif ication of the myooflora -

the fungí Fusarium moniliforme, !· subglutinans and P. 

anthophilum were found. 

Two types of mycotoxins were found and they oorrespo~ 

ded to type B trichothecenes in TLC, this technio and 

the infra-red espectrosoopy showed the presence of Pus! 

renone x. The fulfilled studies showed that monilifonnin 

is not the cause of these diseases. 

The found mycotoxin , responeible of brain edema , was 

identified as Pusarenone x,when this myootoxin was dos~ 

fied to horses and donkeys the reproduction of brain 

edema was olear. 

The LEM oould not be reproduoed. 

XV 



, 
INTRODUCCION 

Restos f6siles prueban que la familia equina habit6 el 

continente Americano durante el periodo Terciario, sin 

embargo, ouando Col6n descubri6 América en 1942, no había 

caballos en este continente. No se tiene una explicaci6n 

contundente del por qué su desaparici6n fue completa y sú 

bita, sin embargo; se piensa que antes de su extinci6n en 

el Nuevo Mundo algunos emigraron hacia Asia y Europa por 

el estrecho de Bering (Ensminger, 1973). 

Estos emigrantes fonnaron la estirpe salvaje europea de 

la cual desciende la familia equina de hoy, y el mismo l! 

naje también pobl6 a Africa con sus asnos y cebras (Ene-­

mingar, 1973). 

l 

La familia equina está integrada por el caballo, el asno, 

la mula y la cebra; de estos, las especies que han sido d~ 

masticadas por el hombre son el Equus caballue, el caballo, 

el Equus asinus, el asno o burro, y la mula, especie hÍbr! 

da resultante de la cruza de yegua con burro. 

La posici6n taxon6mica del género Equus segÚn Young, 

1985, es: 

Reino: Animal 

Phylum: Chordata 

SUbphylum: Vertebrata 

Clase: Mammalia 

Familia: Equidae 

Género: Equus 

De los equinos dominados, el más importante y relevante 

ha sido sin duda el caballo. 

El hombre del paleolitioo desde hace 25 000 afi.os utiliz~ 



primero al caballo como fuente de alimentos y lo domestic6 

hace 5 000 afios, después de los bovinos, los ovinos y los 

caprinos (Ensminger, 1973). 

2 

Los caballos fueron domesticados primero en el Asia Cen­

tral antes del afio 3000 A.C., posterionnente fueron utili­

zados por los egipcios y los griegos. Desde Grecia el cab! 

llo fue llevado a Roma y de allí a toda Europa, así, antes 

de la era cristiana el caballo ya se había difundido por 

todo el continente Euroasiáticoafricano (Ensminger, 1973). 

El asno fue domesticado en un principio por los egipcios 

y propagado desde Egipto hacia el suroeste de Asia antes 

del afio 1 000 A.~. Se introdujo a Europa a principios de 

la era cristiana. 

El caballo fue introducido a América hace más de 400 años 

por los conquistadores espafioles, en un principio para la 

conquista de México, después fueron difundidos por todo el 

continente por las expediciones españolas y los misioneros 

católicos. 

La utilización del caballo por el hombre en un principio 

fue para la alimentaoi6n, después de la domesticación lo 

utilizó para carga y montura, posteriormente lo adapt6 pa­

ra tirar de vehículos pasando a ser un elemento indispens! 

ble para .el transporte e imprescindible para las guerras, 

su uso se extendi6 a las labores agrícolas. Otro uso muy -

importante que se le ha dado hasta nuestros días es en los 

deportes, como antecedente, los griegos introdujeron al ca 

ballo en los juegos de carreras de carros y de caballos -

montados (Ensminger, 1973). 

Los caballos alcanzaron su mayor auge en el siglo XIX y 

desde principios del siglo XX han sufrido un continuQ 



descenso, oonseouencia de la progresiva mecanizaci6n {Ens­

minger, 1973). En los af!.os 1934-38 se contaba con 96 mi112_ 

nea de caballos en el mundo, y en la actualidad se calcu­

lan s6lo 50 millones, no obstante su gran importancia en -

los deportes y en la mejora de razas puras. 

Su utilizaci6n en transporte, carga y labores agrícolas 

ha continuado en medios rurales de países no industrializ!_ 

dos que no cuentan con medios econ6mioos para mecanizar -

sus actividades agrícolas. 

Antecedentes hist6ricos: 

La leucoencefalomalacia equina {LEME) es una enfennedad 

que tiene los primeros reportes en Estados Unidos desde -

1850. TambUn se ha reportado en China, Grecia, SUdáfrica 

y Alemania. 

Buckley y JlacOallum, en 1901, reportaron una enfermedad 

en caballos en Maryla.nd, E.U., similar a la leucoencefalo­

malacia equina a la cual llamaron "Enfermedad del maíz mo­

hoso". 

Butler, en 1902, report6 la muerte de un equino causada 

por el consumo de maíz mohoso, y al estudiar el cerebro en 

oontr6 licuefacci6n cerebral. 

3 

Grahsm, en 1935, report6 una epidemia de encefalomielitis 

en el estado de Ulinois, E. u., en donde murieron más de 

5 000 caballos. Tambi~ menciona un brote similar en 1893 

y 1914, donde se asoci6 la enfermedad con el alimento a ba 

se de maíz. La enfermedad fue llamada de diferentes mane­

ras: forraje venenoso, enfermedad del maíz mohoso, enferm!. 
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dad de la cafiuela, encefalomielitis equina, meningitis ce­

rebroespinal y cerebritis. Pens6 en la presencia de un vi­

rus como agente causal pero loe resultados negativos de la 

inoculaci6n con suspensiones de tejido cerebral de anim! 

les muertos por la enfennedad, en animales de laboratorio, 

evidenciaron que ésta no estaba asociada con virus. 

Schwarte !! !!•• en 1937, reportaron en Iowa, E.U. la -

muerte de equinos, los cuales presentaron manifestaciones 

de des6rdenes nerviosos y al examinar los cerebros encon­

traron licuefacci6n y desintegraci6n de la substancia bl~ 

ca en los hemisferios cerebrales, además de áreas hemorrá­

gicas y edematosas. Atribuyeron la enfermedad al envenena­

miento por maíz mohoso al reproducirla bajo condiciones ex 

perimentales y propusieron la existencia de agentes t6xioos 

producidos por microorganismos como responsables de esta 

acci6n. 

Van der Walt y steyn, en 1943, describieron un síndrome 

neurot6xioo en caballos en Transvaal, Sudáfrica, caracter! 

zado por lesiones cerebrales, daños hepáticos, edema y he­

morragias. Atribuyeron la toxicosis al consumo de frijol -

dulce (Phaseolus vulgaris) y paja contaminada con F'usariwn 

moniliforme. 

Badiali !! al., en 1968, reportaron una muerte epid6mica 

en asnos ocurrida en Egipto, y citan brotes anteriores en 

1957, 1965 y 1966. En estudios de los cerebros de asnos -

muertos encontraron lesiones liouefácticas en la substancia 

blanca, así como hemorragias y edema. Reprodujeron la en­

fermedad bajo condiciones experimentales nomb~dola enoe­

falomalaoia equina e involucraron a una miootoxicosis pro­

ducida por el maíz mohoso como causa de 6sta, descartando . 



.~ 

a virus, bacterias y protozoarios como agentes causales. 

Wilson y Maronpot, en 1971, aislaron el hongo Fusarium -

moniliforme de maíz mohoso que caus6 leucoencefalomalacia 

en asnos egipcios, evidenciando a éste como productor de 

la toxina causante de la enfermedad. Reprodujeron loa sín­

tomas en asnos, siendo las lesiones cerebrales típicas de 

la leucoencefalomalacia, además mostraron que otros anima­

les no equinos (gallinas, ratas, cerdos, hámsters, ratones 

y conejos) no fueron afectados al consumir alimento infec­

tado con el hongo y reportaron que los equinos de mayor -

edad eran los más susceptibles. 

5 

Kellerman ~ ~., en 1972, aislaron el hongo !• monilifor­

!!!! de maíz que oaus6 leucoencefalomalacia en caballos en -

Sudáfrica y manifestaron que la causa se debe a metabolitos 

t6xicos producidos por ~· moniliforme. Trataron de reprod~ 

cir los síntomas experimentalmente, obteniendo únicamente 

lesiones hepáticas. 

Kriek !!:, ~., en 1981, trataron de reproducir los sínto­

mas de la leucoancefalomalacia en caballos, cerdos, ovejas, 

ratas y mandriles a partir de alimento contaminado con P. 

moniliforme aislado de maíz mohoso proveniente de brotes -

de leucoencefalomalacia en Sudáfrica. Observaron lesiones 

cerebrales únicamente en los caballos y lesiones en hígado, 

riff6n y corazón en los demás animales. También implicaron 

como posible causa a la toxina moniliformina producida por 

este hongo. 

Correa!!:,~., en 1982, reportaron un brote de leuooeno! 

falomalacia equina en Brasil; aislaron a !· moniliforme de 

maíz mohoso y en los estudios histopatol6gicos de los cer.!!. 

broa de equinos encontraron las lesiones típicas de la en-
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fermedad. 

sánchez !,! ~., en 1987, realizaron estudios anatomopat~ 

lógicos de equinos procedentes de Xochimilco, D.F. en Méx! 

co, los cuales murieron con síntomas de leucoencefalomala­

cia. Encontraron lesiones cerebrales además de lesiones en 

hígado y rifi6n. 

síntomas: 

La leucoencefalomalacia es una enfermedad que se presenta 

en caballos y asnos, originándose como resultado de una mi­

cotoxicosis debida al consumo de alimento, principalmente -

maíz, contaminado con el hongo Fusariwn moniliforme Sheldon. 

se desconoce la toxina producida por este hongo y el meca-­

nismo por el cual ésta induce el proceso patológico. Algunos 

investigadores han llegado a mencionar a la miootoxina mon! 

lifonnina como el posible factor patol6gico (Kriek ~ !!:.·• 

1981, y Marasas et~., 1984). 

Esta enfeI"'Aedad se caracteriza por lesiones a nivel de -

sistema nervioso central, principalmente en el cerebro, no­

tándose además edema cerebral (hinchazón producida por la -

retención de líquido intersticial.) y lesiones en órganos 

viscerales, principalmente en el hígado. La relación entre 

las lesiones viscerales y las lesiones cerebrales es desco­

nocida, sin embargo, en la mayoría de los casos los dafl.os -

cerebrales van acompañados por daf1os viscerales (Van Dar -

Walt y Steyn, 1943; ',filson y Maronpot, 1971; Kellennan !i &·, 
1972 y ryorrea et!!:.·• 1982). 
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síntomas clínicos: 

Los animales enfermos presentan p6rdida de apetito, temp! 

ratura corporal alta, lagrimeo, respiraci6n rápida, movimie~ 

tos peri6dicos violentos de patas y cabeza, incoordinaci6n 

al caminar, deambular en círculos, miembros posteriores cl'!! 

zados, movimientos lentos de ojos, depresi6n, cabeza en po­

sici6n hacia abajo, orejas erectas, apoyo de la cabeza con­

tra la cerca u objetos s6lidos, problemas visuales que lle­

gan a ceguera, postraci6n y muerte entre las diez y cuaren­

ta y ocho horas despu~s de loe primeros signos clínicos. 

Lesiones macrosc6picas: 

Las lesiones que presenta la leucoencefalomalacia equina 

se caracterizan por un reblandecimiento debido a necrosis 

de tipo licuefactivo (malacia) limitado a la substancia 

blanca de uno o ambos hemisferios cerebrales, dando como r! 

saltado desintegraci6n del tejido cerebral con la consecu~ 

te formac16n de cavidades en el cerebro (ver Figura l y 2). 
Este proceso degenerativo va acompafiado de congesti6n, hem~ 

rragias y edema cerebral que generalmente se encuentran ro­

deando la zona afectada. En ocasiones las zonas edematosas 

se encuentran distribuidas en forma irregular. Las lesiones 

en proceso degenerativo presentan un color rojo-grisáceo 

( sánchez et !!!.• , 1987). 

Estos daños en algunas ocasiones se presentan en cerebelo, 

tallo cerebral y m6dula espinal (Schwarte, ~ !!:!·, 1937; Bie,!!_ 

ter,!!, !!!·, 1940; Wilaon, ~ !!!_., 1973 y Correa, !:!!. &•, 
1982). 

En 6rganos viscerales loe daffos son: hígado hinchado y con 

gestionado, riff6n y bazo congestionados. 



Figura 2 

Figura 1: Cavidades fonnadas por la necrosis licuefactiva 
(malacia) en la substancia blanca del cerebro.* 
LFM= Leucoencef alomalacia 

Figura 2: Necrosis licuefactiva (malacia) y hemorragias en 
substancia blanca del cerebro.* 
LFM= Leucoencef alomalacia 

8 
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Lesiones mioroso6picas: 

Desintegraci6n del tejido nervioso en el área subcortical 

de la substancia blanca (ver Figura 3); congesti6n de vasos 

(ver Figura 4); inflitraci6n perivaacular de leucocitos -

(neutr6filoa, linfocitos y eosin6filos), macrófagos y plas­

mocitos; infiltraci6n de astrocitoa, oligodendrocitos y c6-

lulas ependimarias (gliosis) y zonas edematosas (ver Figura 

5) distribuidas perivascular e irregularmente (Schwarte, !! 
~., 1937; Wilson y Maronpot, 1971; Kellerman, !! al., 1972 

y Kriek, !! !!.•• 1981). 

En 6rganos visceral.ea el hígado presenta degeneraci6n en­

doteliovascular; proliferaci6n de tejido fibroso (fibrcpla­

oia) alrededor de venas centrales dando como resultado el -

engrosamiento de ~atas y degeneraci6n grasa de hepatocitos 

(hepatoeie). En riñ6n se presenta congesti6n y engrosamien­

to de los vasos sanguíneos, degeneraci6n parenquimatosa e -

inflamaoi6n de las c~lulas epiteliales de los túbulos pro­

ximales (nefrosis). El bazo presenta oongeati6n. 



rigura 3: Dcsintegraci6n de la substancia blanca del cerebro. 
63x * LEM= Leucoencefalomalacia 

Figura 4: Vaso sanguíneo congestionado con infil traci6n 
perivascular de leucocitos en leucoencefaloma 
lacia. 400x * 
IPL= Infiltraci6n pcrivascular de leucocitos 
VSC= Vaso sanguíneo congestionado 

10 



u 

Figura 5: Infiltración de líquido intersticial (Edema) 
y presencia de células de Edema citot6xico. 400x * 
EC= Edema cerebral 
CEC= Células de Edema citot6xico. 

* Fotografías proporcionadas por la Dra. Reyna Sánchez San 
Martín del Departamento de Patología de la Facultad de 
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacio 
nal Aut6noma de Méxic0. -
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Etiología: 

Desde tiempos muy remotos a la actualidad los cereales 

han sido el alimento básico de la humanidad; desde el co 

nocimiento de estos el hombre ha tratado de mejorar sus 

granos para obtener un mayor rendimiento. Hoy en día se 

han logrado producir granos mejorados, sin embargo, no de 

jan de ser susceptibles al ataque de diversos factores 

que mennan la producci6n y calidad de estos. Uno de estos 

factores son los hOD80S que atacan a los cereales ya sea 

en el campo o durante su almacenamiento. Algunos de estos 

hongos producen metabolitoe secundarios t6xicoe llamados 

micotoxinas. Estas son importantes porque están implicadas 

en toxioosis de anillales incluyendo el hombre, producidas 

por el consumo de alimento contaminado con hongos. 

Dentro del gran número de hongos que parasitan a loe ce 

reales se encuentra el g~nero Fusarium, que es un grupo -

cosmopolita saprobio y fitopatógeno; este g~nero tiene 

gran importanoia en la agricultura ya que fácilmente para­

si ta a un gran nW!lero de plantas cultivables. 

La clasificación taxonómica de este hongo según Ulloa y 

Hanlin, 1978, es: 

Reino: Pungi 

Divisi6n: Ewnycota 

Subdivisión: Deuteromyootina 

Clase: Hyphomyoetes 

Orden: Moniliales 

Familia: TuberOUlariaoeae 

G~nero: Fusarium 
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FUsarium moniliforme Sheldon. es el pat6geno más común 

de la mazorca del maíz en todo el mundo, tanto en ambien 

tes cálidos y húmedos, como ambientes secos, y se ha lo­

grado aislar del 100% de semillas en algunas muestras -

(Manns, 1923~ Nelson y Osborne, 1956~ Tuite, 1961; Kelle~ 

man, .!! !!!_., 1972; Medina y Zenteno, 1976; Marasas, .!!:, !!_., 

1981; De Le6n, 1984 y Tsung-Che y Li-Lin, 1986). 

En las mazorcas Fusarium monilifonne se oircunscribe -

principalmente a granos individuales o a áreas limitadas 

de la mazorca. Loa granos infectados desarrollan un moho 

algodonoso (De Le6n, 1984). 

El género Fusariwn presenta un importante número de ª! 
pecies productoras de micotoxinas (ver Tabla 1) relacio­

nadas con enfermedades t6xioas en hwnanos ccmo el cáncer 

esofágico y en animales como síndromes hemorrágiooe y ª! 

trog~nioos, edema pulmonar, cirrosis, hepatosis, trombo­

sis cardiaca, carcinoma esofágico y leuooenoefalomalaoia 

entre otras (Mirooha y Ohristensen, 1983 y Marasas, !! 
!!!.·· 1984). 

Se conocen cuatro principales grupos de micotoxinas 

producidas por Fusarium (ver Fig11ra 6), Butenolida, Mon! 

liformina, Triootecenos y Zearalenona (Eppley, 1979; Ka­

mimura., !! !!!•, 1981; Thiel, !! !!!.•, 1982; Marasas, !!, !!!•, 
1984 y Visoonti, !!1, !h·• 1984). Los triooteoenos y sus -

derivados (ver Tabla 2) son los que más producen los ho!!_ 

gos de este gánero. 

Los tricoteoenos han sido olasifioadoe con base en su 

estru.otura (sistema sesquiterpenoide tetracíolico) en 

cuatro grupos (Visconti, et ¡g,., 1984), de los cuales los 



Tabla l : Especies tox{genas de !"usarium * 
Secci6n 

Eupionnotes 

Arachnites 

Sporotrichiella 

Roseum 

Arthrosporiella 

Gibboswn 

Discolor 

Liseola 

Elegans 

Especies 

F. merismoides 

F. nivale 
F. l arvarurn ----
F. sporotrichioides 
f • chla~ydosporum 
F. poae 
F. tricinctum 

F. avenaceum 

F. semitectum 

F. eq:liseti 
F. acu.':linatum 

F. sambucinum 
F. culmorum 
F. gra'llinearum 

P. monilifor:ne 
F. proliferatum 
F, eubglutinans 
F. anthonh"!.lum 

F. oxysuorum 
F. solani 

14 

* International Toxic Fusarium Ref erence Collection 
Fusarium Reeearch Center 
The Pennsylvania State University, USA. 
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TR!GOTEGENOS 

TIPO A 
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TIPO B 

~ ª2 R3 
OH OH OH 
OH H OH 
OH OAc OH 
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o 

15 

R5 
o::oc1H9 ••. Toxina T-2 
OCOC1H9•••Toxina HT-2 
H ..•...••• Diacetoxiscirpenol 
OH •••..••• Neosolaniol 

R4 
OH .....•••. Nivalenol 
OH .•••.•••• Deoxinivalenol 
OH ...•.•••• F'usarenona X 

ZEARALENONA BUTENOLIDA MONILIFORMINA 

R= Na o K 

Figura 6 Micotoxinas producidas por el género F'usarium. 
(Eppley, 1979; Kamimura, et al., 1981; Thiel, 
et al., 1982; Marasas, e:r-ai:', 1984 y Viscon 
ti, et al., 1984). - - -



Tabla 2: Relaci6n de las Fueariotoxinae oonooidae (Maraeae, ,21~·•1984). 

~ombre de la Pueariotoxina 

Aoetato de neoeolaniol 

Aoetil Toxina T-2 

Acido Pueárioo 

Butenolida 

Caloneotrina 

~5-Deaoetiloaloneotrina 

Deoxini val enol 

Diaoetildeoxinivalenol 

Diaoetilnivalenol 

Diaoetoxisoirpendiol 

Diaoetoxieoirpenol 

Diaoetoxieoirpentriol 

Beoirpentriol 

Puearenona-X 

Sin6nimos. Nombre c¡uÍlllioo 

8-Acotilneoaolaniol 4 1 8 ,15-trincotoxi-3 -hidroxi-12,13-epoxitriooteo-
Mononootato de neoeola- 9-eno 
niol 

Aoido Puearínioo 

15-De-O-aoetilcaloneo 
trina -

Toxina Rd 
Vomitoxina 

Dinoetato de deoxiniv~ 
lenol 

Diacetnto do nivalenol 

7 -l!idroxidiaoetoxi-
eoirpenol 

Anguiuina 

3 1 4 ,15-triacetoxi-8 -(3-metilbutiriloxi)-12113-
epoxitriootec-9-eno 

Aoido 5-butilpicolínioo 

4-aoetamido-4-hidroxi-2-Acido butenoico -laotona 

3 115-diaoetoxi-12113-epoxitriooteo-9-eno 

3 -aoetoxi-15-hidroxi-12 113-epoxitriooteo-9-eno 

3 1 7 ,15-trihidroxi-12113-epoxitriootec-9-un-8-ona 

3 ,15-dinooi;oxi-'T -hidroxi-12 113-epoxitriooteo-9-
en-8-ona 
4 ,15-diaoetoxi-3 1 7 -dihidroxi-l2,13-opoxitrioo­
tec•9-en-8-onu 
4 ,15-dincotoxi-3 ,7 -dihidroxi-12,13-epoxitrioo­
too-9-eno 
4 115-diaoetoxi-3 -hidroxi-12113-epoxitriooteo-9-
eno 

7 ;8 -Dihidroxidiaoeto 4 ,15-diaoetoxi-3 ,7 ,8 -trihidroxi-12113-epoxi-
xiecirponol - tricoteo-9-eno 

Puearenona 
Monoaootilnivalenol 
Monoaoetato de nivale­

lnol 

3 ,4 115-trmhidroxi-12,13-epoxiteicoteo-9-eno 

4 -aootoxi-3 ,7 ,15-trihidroxi-12,13-epoxitrioo­
teo-9-en-8-ona 

.... 
O\ 



Tabla 2: Oontinuaci6n. 

Nombre da la Pueariotoxina 
l,4-Ipomeadiol 

Ipomeanina: 

1-Ipomeanol 

4-Ipomeanol 

lrloniliformina 

Monoaoetato de deoxiniva­
lenol 

Monoaoetoxieoirpenol 

lr!onodeaoetilanguidina 

Neoeolaniol 

Nivalenol 

Toxina HT-2 

Toxina NT-l 

Toxina NT-2 

Toxina T-2 

Triaoetoxieoirpendiol 

Sin6nimoe !!ombre quimioo 

l-(3-furil)-11 4-pentanediol 

l-(3-furil)-l,4-pendanetiona 

l-( 3-furil)-l•hidroxi-4-pentanona 

l-( 3-fUril)-4-hidroxi-4-pentanona 

Sa.1 de eodio o potasio de l-hidroxioiolobut-l-eno-
3, 4-diona 

3-Acetildeoxinivalenol 3 -aoetoxi-7 ,15-dihidroxi-12113-epoxitriootec-9-
an-8-ona 

15-aoetoxi-3 1 4 -dihidroxi-12 113-epoxitriootec-9-
eno 

4-Acetoxiacirpenediol 4 -acetoxi-3 ,15-dihidroxi-12,13-epoxitricoteo-9-
15-ncotilacirpentriol eno 

8 -Hidroxidinoetoxieci! 4 ,15-diaoetoxi-3 ,6 -dihidroxi-12113-epoxitrioo-
penol teo-9-eno 
Sol!llliOl 

Toxina T-1 

3 ,4 1 7 115-totrahidroxi-12,13-epoxitricotec-9-en-
8-ona 

15-aoetoxi-3 ,4 -dihidroxi-8 -(3-metilbutiriloxi) 
-12,13-epoxitriootec-9-eno 

4 ,8 -diaoetoxi-3 115-dihidroxi-12,13-epoxitrioo­
teo-9-eno 
4 -aoetoxi-3 , 8 , 15-trihidroxi-1211.3-opoxi triootac-
9-eno 
4 ,15-diaoetoxi-3 -hidroxi-8 -(3-metilbutiriloxi)-
12, 13-epoxi tricoteo-9-eno 

4 ,8 ,15-triacotoxi-3 ,7 -dihidroxi-12,13-opoxi­
triooteo-9-ono 



Tabla 21 Oontinuaoidn. 

Nombre de la 1uaariotoxina Sindnirnos Nombre químico 

Triacetoxieoirpenol 3 ,4 ,15-triacetoxi-12,13-epoxitriooteo-9-eno 

Zearalenol 2,4-dihidroxi-6-(6,10-dihidroxi-trane-l-undecenil)-
áoido benzoico -lnctona 

Zearal enona P-2 6-(10-hidroxi-6-oxo-trtme-l-undecenil)-laotona del 
ácido reeorcilico 



grupos A y B son produoidoe por Fuearium (ver Figura 6). 

Se establece a Fu.earium moniliforme Sheldon. como fito 

pat6geno y agente fúngico responsable de la leucoenoefa­

lomalacia equina y edema cerebral equino (Graham, 1935; 

Sohwarte, et !!:_·, 1937; Badiali, !!, &•, 1968; Wileon y 

Maronpot, 1971; Kellennan, et al., 1972; Wileon, !! al., 

1973; Marasae, !!_ ~·, 1976; Kriek, !,! &•, 1981; Correa, 

!!_ !!:.•, 1982; Marshall, 1984 y Domenech, !!_ !h•, 1985). 
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Distribuci6n geográfica ~ encefalopatíae ~ equinos en 

México. 

En México el Sistema de Vigilancia Epizootiol6gica de 

la Direcci6n General de Sanidad Animal de la Secretaría 

de Agricultura y Recursos Hidráulicos (S.A.R.H.) es el 

organismo gubernamental encargado de vigilar y contro 

lar loe brotes epizootiol6gicoe que se presentan en los 

animales domésticos (ganado equino, porcino, bovino, etc.) 

en todo el país. 

Este organismo ha registrado un gran número de repor­

tes de brotes de encefalopatías de equinos en todos los 

Estados de la Reptiblica (ver Tabla 3), siendo en los E! 

tados del centro del país donde existe el mayor nWn.ero 

de reportes de enfer::nedades cefálicas de equinos (ver -

Figura 7). 

Los registros correspondientes de 1979 a 1987 muestran 

un aumento en los Estados donde se reportan brotes de -

encefalopatías de equinos (ver Tabla 4). 

Estos brotes han tenido un aumento significativo ai'io 

con año, siendo en el año de 1987 donde se present6 el 

mayor número de reportes de estos brotes (ver Figura 8). 

En 1986, de una poblaci6n total de 3 043 equinos de -

los lugares donde se reportaron brotes de encetalopatías 

murieron 79 de ellos. En 1987 la poblaci6n total fue de 

29 673 equinos de los cuales murieron 266 (Sistema de -

Vigilancia Epizootiol6gica de la Direoci6n General de -

Sanidad Animal, S.A.R.H.). 

Estas cifras indican un aumento en el número de muer­

tes de equinos por e:ooefalopatías que con seguridad au-

20 
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Tabla 3: NÚ!nero de ~rotes de encefalopatias de equinos reportadas en México 
durante el periodo de 1979 a 1987 .flt 

ESTrnl\ MUNIOIPIO 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 
A"'1aecalientee Tepnala 1 
Baja Calif. Norte Ensenada 1 

Sa.n Antonio 1 1 

BaÍa aalif. Sur 1d. ':onsti tuci6n 1 
aampeche IJd. del IJarmen 1 

EscarceKS 1 
Palizada 2 1 

aoahuila ':d. ACuña 1 1 
(ld, Jiménez 1 
Matamoros 1 
Muzquiz 1 
Ra:nos Arizpe 1 1 
Saltillo 1 
Zaragoza 1 1 1 1 

Colima IJolima 1 4 
~omala ! 1 

Chiapas ,Tiauioilas 1 
Maoasteoec 1 3 2 
Ocosingo 1 1 
Palenaue 1 
Pichucalco 1 
suchiate 2 
Tuxt:a Chico 1 
Tui::tla Gutiérrez 1 1 1 
Villa Corzo 1 2 
l'illa Flores 1 1 

Chihuahua '.lhihuahua 1 1 
Jué.rez 1 1 1 

!f.anuel 9enavide 1 1 
v. .U dama 1 

Die tri to ?ederal Xochimilco 1 1 
!Ju rango IJanatlá."l 1 1 

Duraniro 1 1 : 
Gó;nez ?alacio ' i ! 2 

1 '!'lf~'1ualilo 1 1 1 

Guanajuato /,.~as~: el Al to 1 1 1 

Anaseo el Grande 2 
IJela;ra 1 2 1 
Gua."lBjuato 1 
Juventino Rosea ! 1 
León 1 2 
Manuel Doblado 1 
sala'Danca 1 
San Felipe 3 

Guerrero Jhichihualco 1 
~d. Altamirano 1 1 
aocula 1 
Oovuca de IJatalán 1 
Hui tzuco 1 
Teloloapan 1 
Tla.lchana 1 
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Tabla 3: Continuación. 

ESTAIXl MUNICIPIO 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 lJQ87-
H1.dal'go Chapatonao : 1 

Mixquiahuala 2 
Pachuaa 1 1 1 1 
ProITT"eso 1 
Tizavuca 1 
Tlanchinol ' 1 1 1 1 ' Tlaxcoanan 1 1 1 
Zempoala 1 1 

.Talieco Ame ca : 1 1 
Autlán ' 1 
c. Castillo ' 2 
Tecalitlán ' 1 
Tecolotlán ¡ !i 
Tenetitlán 1 1 
Tlaquenaaue 1 2 
Zemotitlán 1 1 

Edo. de Méxioo Eoatenea 1 ; 1 
HnevPoxtla ! 1 
¡;aucalpan ! 1 
o zumba 1 1 
Polotitlán 1 1 
Teolovucan . 

1 ' 
Texcoco 1 1 
Tezotzotlán 1 
Tianrrnisten20 ; 1 
Tal.u ca 1 
ZU!llPEl.nl?O ! 1 1 

Michoacán Apatzingan 1 1 
Churintzio 1 
Churumuco 1 1 
La Piedad 1 1 1 
Penjamillo ¡ 1 
Villa Morelos 1 1 
Yuréc'J.e.ro 1 1 : 
Za'Dora 1 i 1 

¡ 
1 Morelos T!.aauil tenan~o ¡ 

' 
Nuevo Le6n General Theran 2 1 ' 1 -

Juárez 1 1 
Villa Aldama 1 1 

Oaxaca Ohahuites 1 
Huajue.nan 2 
IY.hue.tán 1 1 
Juchitán ¡ 1 
Ocotenec 1 1 
Pinotepa Nacional 1 1 
Pochutla 1 1 
San J eróni:no 1 1 
Sn. Juan Cotzocon 1 
San Pedro 1 
San P. TututePeC 1 
Santiago Tetenec 1 
Sto. DominP.o 1 
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Tabla 3: Continuación. 

ESTADO MUNIOIPIO 1979 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 
Puebla Acateno 1 1 

Atlixco 1 1 
?etlanzinl(O 2 
PUebla 1 
Tehuacán 1 
Tlachichuca 1 1 
Tlacuitlapa 1 ! 

Querótaro Itas Vallas 2 1 

Querétaro 1 1 
Quintana Roo 'Ja..'1-'Jun 1 

Carrillo Puerto 1 : 
Lázaro Cárdenaa 1 1 

Othon P. !llaneo 2 
San Luis Potosi 'Jd. del Maiz 1 

Cd. Valles 1 1 
1 G'.ladalcazar 1 2 1 

1 Salinas 1 1 

San ?rancisco 1 ¡ 
Sa.'1 Luis Potosí 1 1 

ITamuin 1 
'Tauouian 1 1 ! 

Villa Arriall'.a 3 
Villa de Arista 1 

Sinaloa laoncordia 1 
sonora iA18.!!lOS 2 1 

3a.ucone 1 
Her:nosillo 1 ! 1 

·Rosario 1 
,santa Cruz 1 

Tabasco aomalcalco ' 1 1 
i~iliano Zapata ¡ 1 
Tenosique 1 

Tamaulipas 'Jd, Victoria 1 1 
1Rey:iosa 1 : 
; So t~ la Marina 1 ' 1 
)V. fr::-nzé.lez 1 ' 1 

Tlaxcala · !xta'.li,:tla 1 : ' 1 
I;.:tez:cc 1 1 

;sn. ~'.. de la Presa 1 
1Panotla 1 
Tlaxcala 1 

Vera cruz 1 l"ciliano Zapata 1 1 
, :!':S:iinal 1 
'Hidalgo ti tlán 1 
'La Antii;ua 2 
'Lerdo Tefoda 1 
:Ozuluama 1 
l Pla:ra Vicente 1 
Santiaito Tuxtla 1 1 

1 T8.!!liabua 1 
Tuxoan 1 1 1 

1 Veracruz 1 1 



Tabla 3: Continuación. 

ESTAOO MUNICIPIO ! 1979 1980 1981 1992 19d3 1984 1985 
Yucatán Acanceh 1 

Boctzotz 1 1 
Méridn 1 

Panabá 1 1 1 
Sucilá 1 1 
Tizimin 1 1 1 

Zacatecas a. del ore 
Feo. R. J.!u.'l¡;uÍa j 

Huanusco i 
Juan Aldan::i 1 1 
Pinos i 1 
Val paraíso 1 3 
Villa de IJ:is i 1 
zacatecas 1 

* -secretaría de Agricultura y Recursos Hidráulicos, 1986. 

- Sistema de Vigilancia Epizoctiolégica de la Dirección General de 
Sanidad Animal, S.A.R.P.. (ccn~nicación personal). 

- Vieyra, c., 1985. 
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1986 1987 
1 

1 
1 

1 
1 
1 

1 1 
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Tabla 4 : Número de brotes de encefalonat!as 
de equinos reporta.das en MbÍ.co du 
rante el periodo de 1979 a 1987. -

Año Estados Br.otes 
Reportados Reportados 

1979 8 ll 

1980 10 10 

1981 9 10 

19!32 16 30 

1983 9 15 

1984 19 53 

1985 J.. 4 

1986 18 37 

1987 19 59 
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Figura 8. Número de brotes de encefalopati'as repor­
tadas en México durante el período de 1979-87. 
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mentarán afio oon afio. 

En M~xioo no existen reportes de encefalopatías de equ.!, 

nos debidas a toxicosis, en general siempre se atribuye a 

virus como factor patológico. 

Estos brotes de encefalopatías de equinos se reportan -

principal.mente en el medio rural mexicano, donde nuestros 

campesinos por su situación económica hacen indispensable 

el uso de caballos, asnos y mulas para sus labores coti­

dianas. 

Por consiguiente, no existiendo en el país un estudio -

completo sobre leucoencefalomalacia y edema cerebral, este 

primer trabajo pretende establecer un antecedente que mue! 

tre que las encefalopatias de equinos 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. 

OBJETIVOS 

Por lo tanto los objetivos de la presente tesis son: 

1.-Aislar y determinar las especies del hongo Fusarium 

de los alimentos 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. 

).-Reproducir la leucoencefalomalacia y edema cerebral 

mediante la prueba biológica utilizando las miootoxi 

nas encontradas en el alimento analizado. 
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MATERIALBS ! MB'?ODOS 

El presente estudio se realiz6 en los laboratorios de Fi 

topatolog{a del Instituto de Biología y Toxicología de la 

Faoultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Univer­

sidad Nacional Autónoma de México. 

Se analiz6 alimento contaminado proveniente de Ta.ntoyuoa, 

Tianguistengo y Atizapán de Zaragoza en el Estado de México 

y de Tecolotlán, Jalisco, lugares donde se reportaron bro­

tes de leucoencefalomalacia y edema cerebral en equinos. 

Las muestras estudiadas consistieron de cebada en semilla 

y maíz trillado, molido, desgranado y en mazorca (ver Ta­

bla 5). 

A estas muestras se les hizo análisis de micoflora; de-­

terminación a nivel de especie del género F'usarium spp.s 

extracción de micotoxinas utilizando tres diferentes téc­

nicas; identificación de miootoxinas por cromatografía de 

capa fina, espectrosoopía infrarroja y espectrometr!a de -

masas. 

AdemásJ se realizó microscopía electrónica de barrido a -

los hongos encontrados en las muestras de alimento contam! 

nado, microscopía electr6nica de transmisión a cerebros de 

caballos con leucoencefalomalaoia y edema cerebral y la 

prueba biológica en caballos y asnos. 

1.-Medios ~ cultivo. 

Los medios de cultivo utilizados para el aislamiento y 

purificaoi6n de los hongos fueron; Papa-Dextrosa-Agar (PDA), 

Papa-suorosa-Agar (PSA) y Cloruro de Potasio-Agar (KCl-Aga.r). 
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Tabla 5: Muestras de cereal contaminado procedente de lugares donde se 
reportaron brotes de enccfalopatías en equinos. 

Fecha 

1 
Cereal 1 Níunero de 1 Lugar 

muestra 

13-III-1987 Cebada 1 Tantoyuca, Edo. 
de México 

13- I II -1987 Cebada 2 Tantoyuca, 
de México 

Edo. 

13- I II -1987 Maíz tri 3 Tanto)'uca, Edo. 
llado de México 

20- I II -1987 Maíz en 4 Tianguistengo, 
mazorca Edo. de México 

20-III-1987 ~k1í: en s Tianguistengo, 
mazorca Edo. de México 

20-III-1987 Maíz c.>n 6 Tianguistengo, 
mazorca Edo. de México 

20-III-1987 Maíz en 7 Tianguistengo, 
mazorca Edo. de México 

15-XI-1987 Cebada 8 Atizapá'n de Za 
ragoza, Edo de 
México 

24-III-1988 Maíz en 9 Tecolotlán, 
mazorca Jalisco 

24-III-1988 Maíz en 10 Tecolotlán 
mazorca Jalisco 

24-III-1988 Maíz des 11 Tecolotlán 
granado- Jalisco 

24-III-1988 Maíz 12 Tecolotlán 
molido Jalisco 

L.E.M.E = Leucoencefolomalacia equina 
E.C.E = Edema cerebral equino 

1 Enfennedad 1 Tipo de 
reportada equino 

L.E.M.E Caballos 
y asnos 

L.E.M.E. Caballos 
y asnos 

L.E.M.E. Caballos 
y asnos 

E.C.E. Asnos 

E.C.E. Asnos 

E.C.E. Asnos 

E.C.E. Asnos 

Hemorragia Caballo 
cerebral 

L.E.M.E. Caballos 

L.E.M.E. Caballos 

L.E.M.E. Caballos 

L.E.M.E. Caballos 



La metodología para la elaboraoi6n de los medios de oul 

tivo utilizados se presenta a continuaoi6n: 

a) Medio de Papa-Dextrosa-Agar (PDA). 
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Se calentaron 200 g de papa blanca pelada '! cortada en -

trozos en un matraz Erlenmeyer con l litro de agua destil! 

da por 10 minutos. 

A la infusión se le agregaron 20 g de agar 1 15 g d'e de: 

trosa y se agitó la mezcla. 

Se colocó un tapón de algodón en la boca del matraz y se 

esteriliz6 en autoclave a 15 libras de presión 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 170º e por l hora) dentro de una 

campana de flujo laminar para evitar contaminaci6n. 

Finalmente, cuando el medio solidificó las cajas de Petri 

fueron colocadas en el cuarto de incubación a 25° e durante 

24 horas antes de usarse, para asegurar que no hubiera una 

contwninaci6n. 

b) Medio de Papa-sucrosa-Agar ( PSA). 

Se prepararon 500 ml de extracto de papa con 450 g de J>! 

pas blancas peladas y cortadas en trozos, colocándolas en 

un matraz Erlenmeyer de 2 litros que contenía l 125 ml de 

agua destilada y se calentaron durante 10 minutos. 

La infusión se vació a otro matraz al cual se le colocó 

un tap6n de algodón y se esterilizó en autoclave a 15 1i­

bras de presión durante 20 minutos. 
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Una vez preparado, 500 ml de extracto de papa se mezcla­

ron con 500 ml de agua destilada y se agregaron 20 g de su­

erosa y 20 g de agar. 

La mezcla se oalent6 hasta que el agar se disolvi6. 

Posteriormente, el medio se distribuy6 en 2 matraces Er­

lenmeyer de l litro, se lea ooloc6 un tapón de algodón a -

cada uno y se esterilizó en autoclave a 15 libras de pre­

ei6n durante 20 minutos. 

Se vaciaron 20 ml de medio en cada una de las cajas de -

Petri y cuando solidificaron se incubaron a 25°C durante -

24 horas antes de usarse. 

c} Medio de cn.oruro de Potasio-Aga.r (KCl-Agar}. 

Se mezclaron 15 g de agar oon 8 g de Cloruro de Potasio 

(KCl) en 500 ml de agua destilada. 

La mezcla se calent6 hasta que el agar se disolvió. 

Posteriormente, se afor6 a un litro con agua destilada. 

El medio se distribuyó en 2 matraces Erlenmeyer de 1 li-

tro, se lea colocó un tapón de algo<Ión a cada uno y se es­

teriliz6 en autoclave a 15 libras de presión durante 20 

minutos. 

Veinte mililitros de medio se vaciaron en las cajas de 

Petri y cuando solidificaron se incubaron a 25° C durante 

24 horas antes de usarse. 

Para la elaboraci6n de los medios de cultivo se utilizó 

material de vidrio marca Pyrex, una balanza granataria -

marca Ohaus, autoclave marca Arthur H. Thomas Co., campa­

na de fiujo laminar marca Veoo, horno marca Deepatoh Oven 



33 

Oo., la dextrosa de Produotos Químicos Monterrey, S.A., el 

agar y suerosa de Bioxon de México, S.A. y el Cloruro de -

de Potasio (Kal} de J.T. Baker, S.A. 

2.-Aislamiento ~ miooflora. 

Para el aislamiento de los hongos de las muestras anal! 

zadas (Tabla 5) y con los 3 medios descritos anteriormente 

se realiz6 la siguiente metodología: 

Se lavaron 15 semillas de cada muestra en agua destila­

da y esterilizada por l minuto y se pasaron otro minuto -

en una soluci6n de hipoclorito-agua destilada y esterili­

zada (2:1 v/v), 

Junto a un mechero con pinzas de disecci6n se colocaron 

5 semillas lavadas y desinfectadas en 3 cajas de Petri 

con PDA. 

Las cajas de Petri se colocaron en el cuarto de incuba­

ci6n a 25°0 durante 7 días. 

Al final de esta incubaci6n, se observ6 el crecimiento 

de las colonias de hongos y se elaboraron preparaciones -

para observarlas al microscopio y realizar la determina-­

ci6n a nivel de género. 

Para el aislamiento y purificaci6n del g6nero Fusarium 

spp. se resembraron las colonias de Fusarium spp. enoon­

tradas en el análisis general de micoflora en medio de -

PDA del siguiente modo: 

Junto a un mechero se tom6 oon una asa bacterio16gica 

un poco de micelio de la colonia del hongo. 



Posteriormente se inoculó 6ste en el centro de la caja 

de Petri. 

Las cajas se incubaron a 25°0 durante 7 días. 

Transcurrido el tiempo de incubaoi6n se revisaron los 

cultivos y cuando se observó que sÓlo había una colonia 

por caja cuyo crecimiento era a partir del centro, oon -

características iguales a la colonia inicial, se conside 

r6 como cepa pura. 
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Para obtener una buena esporulaci6n del hongo y así fa 

cilitar la determinación a nivel de especie las cepas P!:!. 

ras de Pusariwn spp. fueron sembradas en loa 3 diferentes 

medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), Papa-SUcrosa­

Agar (PSA) y ~loruro de Potasio-Agar (KCl-Agar), descritos 

anterio:mente y del mismo modo que para el aislamiento y 

purificación del g~nero Pusariwn. 

Al t6nnino de la incubación, se elaboraron preparaciones 

para observar al microscopio las cepas puras de los hongos 

y realizar la determinaci6n a nivel de especie. 

3.-Multiplicaci6n ~ in6oulo. 

Se cont6 con un total de 12 muestras de cereal contami­

nado de las cuales 7 representaban una cantidad insufici~ 

te para la extracci6n de micotoxinaa por lo que a partir 

de las cepas puras de Fusarium spp. obtenidas de estas 

muestras, se procedió a reproducir el hongo y sus micoto­

xinas en cultivos de arroz. 
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a) Reproduoci6n del hongo ~ ~· 

Se utiliz6 el m~todo de Eugenio, et al. (1970) modific~ 

do por Abbas, ~al. (1984), el cual da una mayor cantidad 

de micotoxinas como resultado del rápido crecimiento y de­

sarrollo del hongo. 

La metodología para la elaboración del medio de arroz 

se describe a continuaci6n: 

Se agregaron 200 g de arroz en un frasco de boca ancha 

de l litro. 

Posteriormente se agregaron 180 m1 de agua destilada, de 

jándose reposar durante 1 hora. 

A la tapa del frasco se le hizo un agujero de 2 centíme­

tros de diámetro, al cual se le coloc6 un tapón de algod6n. 

Se agit6 el arroz y se tap6 el frasco. 

Después se esterilizó en autoclave a 15 libras de pre­

sión durante 60 minutos. 

Inmediatamente después de la esterilizaci6n se agit6 -

el frasco para despegar el arroz. 

Se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 24 horas. 

Se volvi6 a esterilizar en autoclave a 15 libras de ~re­

si6n durante 60 minutos. 

Nuevamente se agit6 el frasco después de esta segunda es 

terilizaci6n. 

En una campana de flujo laminar y junto a un mechero, se 

inocul6 el arroz una vez frío, cortando un ouadrito del m! 

dio de cultivo PDA con el hongo utilizando una aguja de di 

secci6n y coloctindolo dentro del frasco. 

El medio de arroz inoculado se incub6 a 25°0 durante dos 

semanas. 



Du.rante los primeros d!as se agitaron los fraaooe para 

facilitar la penetraoi6n uniforme del hongo en el arroz. 

Posteriormente loe medios se incubaron a 10° a· 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 Oomeroial 

Mexicana S.A., frascos de vidrio de 1 litro que contenían 

fruta en conserva marca Ejido, autoclave marca Arthur H. 

Thomas Oo., campana de flujo laminar marca veco y un ~­

frigerador marca Kelvineitor. 

4.-Detenninaci6n ~ hongo. 

36 

Se utiliz6 el manual de identificaci6n para las especies 

del g&nero Fusarium de Nelson, !! !!· (1983) para la dete! 

minaci6n a nivel de especie del hongo. 

Este manual de identificaci6n se form6 de la combinaci6n 

de otros, desarrollados de 1935 al presente, junto con in­

vestigaciones de los autores y presenta una forma práctica 

para la determinaci6n. 

El manual utilizado concta de una clave sin6ptica para -

las secciones y otra para las especies, láminas en color -

de los cultivos de algunas especies para auxiliar a las 

claves y una secci6n ilustrada oon fotografías que exhibe 

la morfología de las estructuras reproductoras y la des­

oripci6n de las especies. 
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Las oaraoteristicae oonsideradas para la separación de -

las sécciones y especies son: a) las características de 

loe cultivos (color, fonna y crecimiento), b) el tamafto y 

fonna de loa macroconidios, c) la fonna de las o~lulas ba­

sales y apicales en loe macroconidios, d) la presencia o 

ausencia de microconidios, e) la formaci6n en cadenas o 

falsas cabezas de microconidios, f) la fonna de los micro­

conidios, g) los tipos de conidi6foros (monofiálides y/o 

polifiálides), h) la presencia o ausencia de clamidosporas 

e i} la disposici6n o arreglo de las clamidoeporas. 

a) Estudio .!!.! microscopía 6ptica. 

Se elaboraron preparaciones semipermanentee con las cepas 

puras de Fuaariwn spp. aislado de las muestras de alimento 

para la determinaci6n a nivel de especie. 

Las preparaciones se elaboraron de la siguiente manera: 

Junto a un mechero se tom6 con una agu.ja de disecci6n -

una pequefia porción del micelio del hongo del medio de CU!, 
tivo. 

En el portaobjetos se colocó una gota de alcohol del 7~ 

y la muestra de micelio. 

aon dos agujas de diseoci6n se extendi6 el micelio y se 

coloc6 una gota de lactof enol. 

Posteriormente, se colocó el cubreobjetos y se sell6 a!, 

rededor con barniz de ufias transparente. 

Una vez elaboradas las preparaciones se procedió a la -

observación bajo el microscopio para la detenninaci6n. 

Para la observación en microscopio se usaron los objeti 

vos de lOx, 40x y lOOx bajo el sistema 6ptico de contraste 



de fases. Se utiliz6 un microscopio estereoao6pioo Carl 

Zeias. 

b) Estudio de microscopía electr6nioa ~ barrido. 

Se realiz6 microscopía eleotr6nica de barrido a los hon 

gos enoontrados en las muestras de alimento contaminado -

para auxiliar la determinación a nivel de especie. 

La metodología realizada fue la siguiente: 

1.-se tomaron muestras del hongo raspando el micelio de -

los medios de cultivo. 
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2.-Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2. 5% dilu!, 

do en un amortiguador de fosfatos de sodio a un pH de 7, 
por 1 hora. 

}.-se deshidrataron las muestras con alcoholes graduales 

al 50%, 60%, 70%, 8~, 9~ y 10~, dejando media hora co­

mo tiempo mínimo en cada aloohol. 

4.-Se oolooaron las muestras en acetona haciendo 2 cambios 

de ella. 

5.-Posteriormente,las muestras se procesaron en una seca­

dora de punto crítico marca Technic CTPA-II para evitar -

que se oolapsaran. El secado a punto crítico se llev6 a -

cabo con co2 a una preai6n de 1073 libras/pulgada y 11 una 

temperatura de 32° c. 

6.-se montaron las muestras en los portamuestraa metáliooa 

y se colocaron en una ionizadora de oro. 

7.-Finalmente las muestras se observaron en un microscopio 

electrónico de barrido marca Jeol modelo JSM-350. 
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5.- Extracci6n .!!.!!, micotoxinas 

Para la extracci6n de micotoxinas se utilizaron tres di­

ferentes métodos o sea técnicas usadas para separar un Pl"2, 

dueto orgánico (en este caso las micotoxinas) de una mezcla 

de reacoi6n, 

De las 12 muestras obtenidas a 7 de ellao (muestra 1 a 

la 7) se lee hizo la extracción 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 

a la 12) a partir del alimento contaminado. 

En un principio se tenían 7 muestras (~-7) que fueron -

procesadas por las tres técnicas de extracción (Stoloff, -

!! ~., 1971, Thomas, et~., 1975 y Romer, 1986). Se obser 

vó que las micotoxinas extraídas eran tricotecenos, por lo 

tanto, cuando llegaron las demás muestras (8-12), éstas -

sólo se procesaron con las técnicas de Thomas, ~ al.(1975) 

y Romer (1986) (específica para tricotecenos). 

Se hicieron tres repeticiones por muestra. 

Por utilizar solventes altamente volátiles y tóxicos, 

el desarrollo de las técnicas se llevó a cabo con un mane­

jo cuidadoso de todas las sustancias. Además se tuvo el ll1! 

yor cuidado posible con el manejo de los estándares y ex­

tractos de miootoxinas ya que algunas son cancerígenas y 

penetran fácilmente por la piel. 

Para seguridad en el trabajo se usó bata blanca, guantes 

de hule y mascarilla contra gases. 
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a) Método~ Stoloff, ~al., 1971. (Figura 9) 

Ee un método general para la extracci6n de micotoxinae, 

mediante aeta t6cnica se pueden extraer aflatoxinas, ocra 

toxinas, zearalenona, eeterigmatocietina y patulina. 

La metodología realizada fue la siguiente: 

1.-Se licuaron 25 g de la muestra de arroz con hongo con 

45 ml de acetonitrilo (OH
3
0N) y 5 ml de Cloruro de potasio 

(KOl) al 4~ en una licuadora, a alta velocidad durante 2 

minuto e. 

2.-El extracto se filtr6 a través de un papel filtro What­

man f4 a un embudo de eeparaci6n de 250 ml. 

3.-Al filtrado se le adicionaron 12.5 rnl de éter de petr6-

leo, se agitó durante un minuto, abriendo la llave para 

que salieran loe gasee. Posteriormente,cuando se fonnaron 

las dos fases, se desech6 la fase superior. Bate procedi-­

miento se repiti6 dos veces y se realiz6 para desengrasar 

el extracto. 

4.-Para decolorar el extracto se ~repar6 un gel con 50 ml 

de agua destilada y 5 ml de cloruro férrico (Pec1
3

) al 10~ 

titulándolo con hidr6xido de sodio (NaOH) al 4~ a un pH de 

4.6 en un -potenciómetro. 

5.-se vació el gel en el extracto v se agitó por un minuto, 

abriendo la llave para dejar salir los gases; se dejó rep~ 

sar hasta que se separó el gel y se transfirieron 50 ml del 

extracto decolorado a un vaso de precipitado de 250 ml a 

través de un papel filtro Whatman #4. 

6.-se agregó el extracto en otro embudo de separación afia­

diendo posteriormente 5 ml de ácido clorhídrico (HCl) a un 
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pH de 1.5 (este paso es una modificaci6n (Campos, 1987) 

de la t~cnica original, debido a que se ha encontrado que 

los ácidos ayudan a la extracci6n de las micotoxinas) y 

12.5 ml de cloroformo (aHai
3
), se agit6 ~or un minuto li­

berando los gases formados, '!uando se formaron las dos fa­

ses se colect6 la inferior (cloroformo) en un vaso de pre­

cipitado y se desechó la fase superior, Se repiti6 el pro­

ceso vaciando la fase colectada en el embudo de separaci6n, 

afiadiendo nuevamente 12.5 ml de cloroformo y se agit6 por 

un minuto liberando los gases formados, 

8.-se decant6 el cloroformo a otro matraz y se evapor6 has­

ta quedar aproximadamente 1 ml, transfiriéndolo posterior­

mente a un vial donde se dej6 evaporar por completo en una 

estufa a una temperatura máxima de 40°0, 

9.-se resuspendi6 la muestra evaporada con 0.5 ml de metanol 

(CH
3
oH) agitando en un v6rtex por un minuto. 

10.-Se aplicaron los extractos y loe estándares en una pla­

ca para cromatografía de capa fina, La placa se coloc6 den­

tro de la cámara de vidrio para cromatografía, la cual con­

tenía el desarrollador para micotoxinas preparado con 20 ml 

de acetona (IJH
3
ooaa

3
), 40 ml de acetato de etilo (C

4
H8o2) y 

60 ml de tolueno (a6H
5

CH
3
). 

11.-Finalmente se observ6 la placa bajo luz ultravioleta, 

marcando las manchas fluorescentes que se observaron y se 

mid16 la distancia recorrida por la mancha en la placa para 

calcular la velocidad de flujo o valor de Rf (Factor de re­

tardaci6n~ distancia reoorrida por el soluto entre la distan 

cia recorrida por el solvente). 



42 

' 
< 

11 ~111·11\\ 

~ 
t 109 Método 

de 

t 

~ 9 ' Stoloff et al . 
. 

\ 
8~ ~::_ .. ~·;-,,_a e 

~ 

' 
6 

Fº igura 9: Método de Stoloff Pei·cda, et !!_. 1938F, !!.· l971 (tomado de 



43 

b) Método~ Thomae, et al., 1975. (Figura 10) 

Ea un método para la extracci6n de aflatoxinas y zearal'! 

nona. Una ventaja que presenta esta técnica es ser un mét~ 

do rápido de extracci6n que dura 70 minutos por extracción 

(Campos, 1987 y Pereda, 1987). 

Loe pasos seguidos en este método fueron los siguientes: 

1.-se licuaron 50 g de muestra con 150 ml de una soluci6n 

de metanol-agua ( 60-40 v/v), en una licuadora, a al ta vel2_ 

cidad durante 2 minutos. 

2.-se filtró el extracto en papel filtro 'Nhatman .//4 a un 

embudo de separación de 250 ml. 

3.-Posteriormente,se af'l.adieron 30 m1 de una soluci6n satu­

rada de cloruro de sodio (NaCl) y 50 ml de Hexano (~H3CIJH2 ) 4 
OH

3
) en el.embudo de separación y se agitó por un minuto, 

abriendo la llave para que salieran los gases. 

4.-1'.mando se fonnaron las dos fases, se transfirió la inf! 

rio~ (fase acuosa de metanol) a un segundo embudo de sepa­

ración desechando la fase sunerior. 

5.-Para la extracción del metanol acuoso, se añadieron 50 

ml de cloroformo (r.mm.
3

) agitando por un minuto y sacando 

los gases formados. 

6.-Cuando se formaron las dos fases, se drenó la fase inf! 

rior de cloroformo en un matraz de 250 m1 que contenía 5 

g de carbonato cúprico (1Juco3Cu.(OH) 2) para precipitar los 

pigmentos y se agit6 durante 2 minutos. 

7.-se dejó asentar el carbonato cúprico y se decantó el 

cloroformo en un matraz de 250 ml a través de un papel fil 
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tro Whatman #2 1 el cual contenía 5 g de sulfato de sodio 

anhidro (Na
2
so

4
) para deshidratar la muestra. Se agregaron 

25 m1. más de cloroformo ~ara lavar bien el carbonato cúpr! 

co, volviéndose a decantar a través del papel filtro. 

8.-se evapor6 el cloroformo con el extracto hasta quedar a 

proximada.mente 1 ml y transfirifodolo a un vial se dejó ev~ 

parar por completo en una estufa a una temperatura máxima 

de 40° 'J. 

9.-Se resuspendi6 el extracto con 0.5 ml de metanol (rm
3
oH) 

agitando en un vórtex durante 1 minuto. 

10.-Pinalmente se desarrolló la cromatografía de capa fina 

aplicando 50f1 del extracto y 50)'1 de los estándares en los 

carriles de la placa y se observó con luz ultravioleta y se 

registraron los factores de retardación (Rf) de las manchas 

fluorescentes que aparecieron en la placa. 
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Figura 10: M6todo de Thomas, et al. 1975 (tomado de 
Pereda, et ~· 1988).~ 
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e) M~todo ~ ~' 1986. (Figura 11) 

Es un m~todo de extracción específica para micotoxinas 

del grupo de los tricotecenos, obtiene recuperaciones del 

90-99~· 
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Este m~todo puede detectar concentraciones de partes por 

billón de Deoxinivalenol, Fusarenona X, Nivalenol, Toxina 

T-2, Toxina Hf-2, Neosolaniol y Diacetoxiscirpenol. 

Para esta técnica se sigui6 el procedimiento que a conti 

nuaci6n se descnibe: 

1.-Se licuaron 50 g de muestra con 50 m1 de acetato de et! 

lo (r.:
4
Hao2) .' 100 ml de una solución metanol-agua (1-1 v/v) 

y 25 ml de una solución acetonitrilo-agua (21-4 v/v), en -

una licuadora, a alta velocidad durante 2 minutos. :si uso 

de acetato de etilo y de la solución metanol-agua es una m~ 

dificaci6n a esta t~cnica debido a que los tricotecenos del 

grupo A son ~ás solubles en el primer reactivo y los del 

grupo B lo son en el segundo (Pathre y Mirocha, 1977). 

2.-Se filtró el extracto en papel filtro Whatman .f4 '!se co 

lectó en un vaso de precipitado de 250 ml. 

3.-Las columnas de cromatografía se nrepararon utilizando 

una jeringa de plástico desechable y esterilizada de 10 ml 

a la cual se le colocó en el fondo una capa de fibra de vi 

drio, arriba de ~eta dos capas de papel filtro Whatman #4 

y por Último una mezcla de 0.75 g de carb6n activado, 0.70 

g de alúmina y 0.30 g de oelite. 

4.-Antes de pasar el extracto por la columna, se pasaron 

3 ml de la solución acetonitrilo-agua (21-4 v/v) para prep! 

rar la columna. 
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5.-Se vaci6 el extracto en la columna y se empujó lentam~ 

te con el &nbolo de la j eztinga, dejando un esoacio de aire , 
entre el extracto y el embolo. El paso del extracto TJOr la 

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

6.-se evapor6 el extracto hasta 1 ml, se transfirió a un 

vial y se evaporó a sequedad en una estufa a una tempera"t!:!_ 

ra máx:l!na de 40° o. 

7.-Se resuapendió el extracto en 200,µl de una soluci6n 

de acetona-metanol (2-1 v/v) y se agitó en el v6rtex. 

8.-se evaporó a sequedad y se disolvió el residuo en 200.141 

de una solución tolueno-acetonitrilo (97-3 v/v) y se agitó 

en el vórtex. 

9.-Para desarrollar la cromatografía de capa fina de los 

tricotecenos tipo A se aplicaron 10~1 del extracto y 200 

.)"l de los estándares de tricotecenoe ti'Po A en la placa p~ 

ra cromatografía; TJOBteriormente se aplicaron sobre los es 

tándares 25,;"<l de la solución tolueno-acetonitrilo y se co 

rrieron las micotoxinas en la cámara con un desarrollador 

preparado con una soluoión de tolueno-acetato de etilo-ác 

do f6nnico al 90'.< (6-2-1 v/v/v). 

10.-Se roció a la placa la solución ácida 'Preparada con 

2 ml de ácido sulfúrico (H2So 
4

) y 20 ml de metanol ( 'IB 
3
oH). 

11.-se calentó la placa en un homo a 130° cr durante 10 mi­

nutos y finalmente se observó bajo luz ultravioleta e.notRE, 

do los factores de retardación (Rf) correspondientes a las 

manchas fluorescentes que aparecieron en la placa. 
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12.-Para los tricotecanos tipo B se aplicaron en la placa 

100)11 del extracto y 200,;U de loe estándares; eneew~ida -

se aplicaron sobre los estándares 2~1 de la solución ac~ 

tona-metanol y se corrieron las micotoxinae en la cámara 

con un desarrollador preparado con una solución ~e acetato 

de etilo-metanol (20-1 v/v). 

13.-Se roció a la placa la solución de cloruro de aluminio 

preparada con 4 g de cloruro de aluminio (Al'Jl.
3
6H20) y 20 

ml de metanol. 

14.-Se calentó la placa en un horno a 130° ".! durante 10 m!, 

nutos y se observó bajo luz ultravioleta registrando los 

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

El material utilizado en las extracciones fue vidriería 

marca Kimex y Pyrex, todas las sustancias y reactivos, la 

cámara para cromatografía y el papel filtro 'Nhatman #4 mar 

ca Merck-México, S.A., excepto el carbonato cúprico y el 

cloruro de alumino que fueron marca J.T. Baker, S.A., je­

ringas de plástico ~arca Plastipak, licuadora marca oster!, 

zer, potenciómetro ~arca aonling modelo 12, balanza granat~ 

ria marca Ohaus, estufa marca American Instruments, ".!o. Inc., 

vórtex marca Lab-line Instrumente, Inc, micropipeta B"ppen­

dorf marca Fisher Scientific ".!o., Lámpara de luz ultra.viole 

ta marca Listed Insp. & Meas, eq. y el horno marca Felisa 

modelo FE 291. 
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6.- Identificaci6n ~ micotoxinas. 

La id.entificaci6n de micotoxinas se realiz6 inicialmente 

con la croroato~rafía de capa fina utilizando las muestras 

obtenidas a ~3rtir de los 'llétodos de extracciór.. 

r.as '!licotoxinas que anarecicron en la nlaGa de cromato­

P,rafía oue ~o correspondieron a ninguno je lJs 9st.ándares 

utilizados fueron posteriormente analize.das por esuectros­

copía infrarroja y esnectrometría de masas. 

a) 'lromatoP:ra.fía ~ ~ lli!: ( l"iisura 12). 

La cromatografía es un método de análisis y seDaración 

de los diver:Qs componentes de una sustancia, fundado en 

la distinta distribución de dichos comuonentes en dos fa­

ses, una :le <:!llas fija (faoe <istacionarie.) ·r la otra en ro~ 

vimi en to (fas e móvil). La fas e 'llÓvil ~s la -:ue tre.nsuorta 

las sustancias a senarar y se des;.ilaza a tr2.•-.3s de la fase 

estacionaria (~ampos, 1987). 

En la cromatografía de capa fina la fase estacionaria es 

t~ renresentada nor gel de sílice y la fase móvil, en este 

rioM, por ~l d_:,eA!'l·olledor rle rni.cot:-1xinafl. 

~:sta té:mi:::a se realizó de la sie;uiente :nG.ne:::-a: 

1.-se prepara.ron las placas colocando 5 vi1rios ·le 20 ero 

por lado y 3 :!lllJ de p,rosor en u.~ soporte de nla~ae, desen­

grasando la superficie de los vidrios con elc'.)hoJ. de 96~ 

2.-La solución '.1e fel de sílice se -pt'enaró r:iezclando 30 rr. 

de éste con 70 ml de agua destilada en un mortero durante 

5 minutos. 

3,-El p,el se vaci6 en el a'Plicador y éste se desl i.z6 sobre 

los vidrios <J.eposi tando una capa uniform<.:, 
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4.-se esueró a que secara el gel y posterionnente las pl~ 

ce.s se colocaron en el portaplacas • 

. 5.-Las ~lacas fueron metidas al horno a 100°C durante 1 ho 

ra para activarlas. Activadas las nlacas si no son '..tsadas 

en ese momento se ~ardan en un desecador nara evitar que 

éstas absorban cualquier sustancia gaseosa del ambiente. 

6.-Las placas se rayaron con líneas paralelas con una dis­

tancia de senaraci6n de 1 om. A cada carril fonnado ~r le 

marc6 en el centro un pequeflo punto aproximadamente a 3 cm 

del borde de la ~laca nara tener •_tn misr.io pimto de :mrtida 

en cada carril. 

7.-Se aplicaron con una micropipeta de 50 a 200.1'41 (ver té~ 

nicas de ext~acción) de las muestras extraídas y de los es­

tándares en la rylaca. La aplicación se realiz6 gota a gota 

esperando ~ ~ue secara la primera antes de aplicar la sigui~ 

te. 

8.-Posteriormente la placa se metió en la cámara hermética 

de vidrio, smnere;iéndola en el desarrollador de mico toxinas 

(ver técnicas ¡le extracci6n). Al sumergir la placa el desa­

rrollador no de!:lc tocar los puntos de aplicaci6n. 

9.-aon un lápiz se marc6 la distancia a la que llegó el de­

sarrollador aproximadamente 3 cm antes de que éste alcanza­

ra el tope de la placa. Se sac6 la ulaca de la cámara y una 

vez seca se observó bajo una lámpara de luz ultravioleta. 
1fon el lápiz se marc6 la parte inicial y tenninal de las 

manchas fluorescentes que auarecieron en la !)laca. 
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Se calcu16 el grado de retenci6n o factor de retardaci6n 

(Rf) de las manchas fluorescentes. 
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El Rf es la relaci6n del recorrido del soluto y el reco­

rrido del disolvente. 

Rf= distancia recorrida por el soluto. 
distancia recorrida por el solvente. 

La distancia recorrida por el soluto se midi6 del punto 

de aplicaoi6n de la muestra al límite de la mancha fluores 

cante y la distancia recorrida por el solvente del punto 

de aplicaci6n a la distancia marcada hasta donde lleg6 el 

desarrollador. 

La identificaci6n de las micotoxinas se hiz6 comparando 

los Rf de las manchas que aparecieron de las muestras extra! 

das con los Rf de las manchas correspondientes a los están­

dares usados como referencia. 

Preparación ~ los estándares: 

Las micotoxinas utilizadas fueron Aflatoxinas (B1 ,B2,G1,G2), 

Zearalenona, y los tricotecenos tipo A Diacetoxiscirpenol 

(DAS), Toxina T-2 y tipo B Deoxinivalenol (DON). 

Las micotoxinas se encontraban en presentaci6n s6lida en 

ampolletas selladas con 5 mg de micotoxina en cada una. A 

cada ampolleta se le inyectaron 5 ml de metanol (mr
3
oH) como 

solvente; de los 5 m1 ~e extraj6 l ml y se afor6 a 100 m1 

con metanol en un matraz aforado, resu1tando una ooncentra­

ci6n de 10 partes por mill6n (10 ppm). 

Así, todos los estándares utilizados tuvieron una conoen­

traci6n de 10 ppn. 
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El material utilizado en esta técnica fue cristalería 

marca Pyrex, cámara hermética de vidrio para cromatografía 

y el gel de sílice (Kieselgel 60 H) marca Merck-r~éxico, s. 
A., soporte de placas, port~ placas y aplicador marca Des~ 

ga Heidelberg, horno marca Felisa modelo FE 291, balanza -

granataria marca Ohaus, micronioeta Sppendorf marca Fisher 

Scientific ~o, lámpara de luz ultravioleta marca Listed 

Insp & Meas, eq. y las micotoxinas marca Sigma 'Jhemical 

Company. 

b) Espectroscooía infrarroja. 

Esta técnica se fundamenta en las propiedades de le luz. 

La luz se propaga en forma de ondas electromagnéticas lla­

madas longitudes de onda. C:Uando cierta cantidad de luz 

(infrarroja) se le hace llegar a una sustancia, ésta abso! 

be una parte de acuerdo a su estructura molecular. Esta ab 

sorción de la luz por parte de la sustancia corresponde a 

cierta longitud de onda que es :nedida nor el espectrofot6-

metro infrarrojo. 

El espectro infrarrojo muestra un cierto número de ~an-­

das de absorción asociadas a ciertas unidades estructura-­

les de la molécula que permiten determinar la presencia o 

ausencia de grupos funcionales específicos en una mescla -

de reacción. El espectro de absorción de una sustancia da 

da es, por lo general, específico para esa, y sólo esa, 

sustancia (Oonley, 1979). 

Oasi todos los compuestos, ~1 particular las sustancias_ 

orgánicas, absorben en la región infrarroja (Conley, 1979). 

Siendo las micotox·inas compuestos orgánicos, se analiza­

ron por esta técnica las micotoxinaa no· identificadas en -
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la cromatografía de capa fina. 

La metodología realizada fue la siguiente: 

I.-Purificaci6n de la micotoxina. 

1.-se raep6 el gel de sílice que correspondía a la micoto­

xina y se coloc6 en un vial. 

2.-Se agregaron al vial 2 ml de acetato de etilo (ry
4
H8o2) 

deshidratado, para lo cual el acetato de etilo se pas6 a -

través de papel filtro Whatman #4 que contenía 5 g de sU!_ 

fato de sodio anhidro (Na2so
4
). 

3.-Se agit6 el vial en el v6rtex hasta-que se disolvi6 el 

gel de sílice con el acetato de etilo. 

4.-La suspensi6n se filtr6 a través de una jeringa de plá~ 

tico e.sterilizada de 5 ml que contenía 2 capas de papel 

filtro ·.Vhatman #4. 

5.-La :mestra filtrada se colect6 en otro vial y se evapo­

r6 a sequedad en una estufa a una temperatura máxima de 40°C. 

II.-Anál.isis en el espectrofot6metro infrarrojo. 

Se utiliz6 la técnica por dep6sito. 

1.-se agregaron 3 gotas de clorofonno a la muestra y se ag! 
t6 en el v6rtex para reeuepender. 

2.-Se coloc6 una gota de la solución en una celdilla (ven­

tana de bromuro de potasio o monocristal) y se esper6 a que 

secara la gota. 

3.-Finalmente se coloc6 la celdilla en el portaceldas del 

espectrofot6metro y se corri6 el espectro de 4000 a 400 cm·i 

a una banda de 80;( de al tura. 
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En esta técnica ae utiliz6 el siguiente material, embudo 

de vidrio marca Pyrex, sustancias, reactivos y papel filtro 

'.vhatman g4 marca Merck-Méxioo,S.A~, jeringas de plástico 

marca Plastipak, v6rtex marca Lab-line Instrumente, Inc, es 

tufa marca American Instrumenta, ryo, Inc. y el espectrofo­

t6metro infrarrojo marca Perkin El.roer modelo 599 B. 

c) Espectrometría de ~· 

Es una técnica para la separaci6n de isótopos basada en la 

acci6n de un campo eléctrico y magnético capaz de separar los 

iones sego1n sus masas respectivas. 

En esta técnica las moléculaR de· una sustancia son ioniza 

das por una fuente de luz ultravioleta, esta energía nrovo­

ca ~ue se rompan las moléculas nerdiendo éstas sus iones, -

estos iones son 1etectados por el espectr6~etro de masas que 

mide en un espectro la ~asa at6mica de cada uno de los iones 

perdidos por las moléculas. 

Este método se utiliza para la identificaci6n de sustan-­

cias desconocidas ya que detecta la estr~ctura molecular -

que las co~pone. 

Las micotoxinas no ictentificadas en la cromat,~rafía de -

cana fina fueron analizadas mediante esta técnica. 

Para esta técnica se realizaron los siguientes pasos: 

r.-Purificaci6n de la miootoxina. 

La metodología es igual a la utilizada en la espectroeco­

pía infrarroja, a exce?ci6n del ~aso 5 donde la muestra fi! 

trada se eolect6 en un tubo de ensayo para centrífuga de 12 

ml sin eva~orarse a sequedad. 
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II.- Derivatizaci6n de la micotoxina (Collinsy Rosen, 1979)• 

1.-se agregaron a la muestra 100.l"l de BSA (N, o-bis (tri­

metilsilil) aoetamida) adquirida de Sigma, S.A. y se sell6 

el tubo colocándole un tap6n de hule. 

2.-La muestra se calent6 en un horno a gcf a durante 3 horas. 

3.-se dej6 enfriar la muestra y se evapor6 bajo una corrie~ 

te suave de nitr6geno hasta dejar aproximadamente 10'Y41, 

para lo cual se colocaron dos entradas en el tap6n del tubo 

una para la entrada del nitr6geno y otra para la salida del 

mismo. 

4.-Evaporada la muestra a iog.u1 se sell6 perfectamente el 

tubo para evitar la hidrataci6n de la muestra. 

5.-Finalmente la muestra se analiz6 en un espectr6metro de 

ma3as marca Hewlett Packard. 
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7 .-Estudio mioroso6pico de cerebros !!! equinos. 

Se realiz6 un estudio a nivel de microscopía electr6nica 

de transmisión de cerebros de equinos con lesiones de leu­

ooencefalomalaoia (LEX) y edema cerebral ( EC), '(lara obser­

var los dafios a nivel u1 traeetructural en loe axones (sub! 

tanoia blanca). 

a)Estudio ~microscopía electr6nica !!! tranemiei6n. 

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 metodología realizada fue la siguiente: 

1.-Con un bisturí se cortaron trozos de cerebro en cubos 

de 5x5 milímetros. 

2.-Loe trozos se fijaron por 24 horas a 4° C en glutaralde­

hido al 6.5~ con un amortiguador de Cacodilato de Sodio al 

o. 2 molar. 

3.-se fij6 una hora más a 4° e en trozos más pequeffos. 

4.-Los trozos se lavaron 3 veces en amortiguador de Cacodi 

lato de Sodio con 15 minutos en cada cambio. 

5.-Los trozos se postfijaron con Tetra6xido de Osmio l hora 

a 4°c. 

6.-se lav6 3 veces en amortiguador de Oacodilato de Sodio 

oon 15 minutos en cada cambio. 

7.-se realiz6 la deshidrataoi6n con alcohol etílico al 3~, 

50%, 70a.', 80)( y 96'.', con cambios de 15 minutos cada uno. 

8.-se realizaron 3 cambios en alcohol absoluto con 20 mi­

nutos cada cambio. 



9.-se pasaron loa trozos a Óxido de Propileno con alcohol 

etílico en las concentraciones 3:1 v/v, 2:2 v/v, 1:3 v/v, 

con ZO minutos cada cambio. 
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10.-Se pasaron los trozos a Óxido de Propileno 20 minutos. 

I 
11.-tos trozos se pasaron a Oxido de Propileno con resina 

en las concentraciones 3:1 v/v, 2:2 v/v, 1:3 v/v, con 20 

minutos cada cambio. 

12.-Posteriormente los trozos se pasaron a resina durante 

2 horas. 

13.-Los trozos se incluyeron en resina nueva. 

14.-las muestras se pusieron a polimerizar en una estufa 

por 48 horas a 6cf c. 

15. -la inclusi6n se cort6 en forma de pirifuiide con una na­

vaja y se coloc6 en un ultramicrotomo marca Optical ~. 

Reichert, Austria, OMU3. 

16.-Se hicieron cortes de 250 A con una cuchilla de vidrio 

de 5 milímetros de espesor. 

17.-Los cortes se tifieron con Acetato de Uranilo (hecho al 

4% en alcohol etílico del 50~) y ~itrato de Plomo de Reynols, 

18.-se montaron los cortes en las rejillas metálicas y se 

obserV"aron en un microscopio electr6nico de tranamiai6n 

marca Carl Zeias. 
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8.- Prue~ biológica (Figura 13). 

Se utilizaron 3 caballos y 3 asnos procedentes del pobl! 

do de Rl Guarda en el Edo. de M~xioo. 

La prueba biológica se realizó de 2 formas: 

!.-Utilizando la micotoxina encontrada en la cromatografía 

de capa tina. 

!!.-Utilizando el alimento contaminado. 

Las caracter!eticas de loe animales fueron: 

Caballos 

a) Macho de 10 meses de edad con 100 Kg de peso. 

b) rita cho de 10 meses de edad con 110 Kg de peso. 

c) Hembra de 1 año de edad oon 120 Kg de peso. 

Asnos: 

a) Hembra de 2 años de edad con 100 Kg de peso. 

b) Hembra de 2 años y medio de edad con 100 Kg de peso. 

c) Macho de l año de edad con 100 Kg de peso. 

1.- Prueba biológica con la micotoxina. 

Para esta prueba se utilizaron los caballos a los cuales 

se les dosificó con cápsulas que contenían la micotoxina -

encontrada en la cromatografía de capa fina. 

Se utilizaron 2 micotoxinae, la micotoxina encontrada en 

el alimento contaminado procedente de lugares donde se re­

portaron brotes de leucoencefalomalaoia (LEJ!) y la micoto­

xina encontrada en el alimento contaminado procedente de -

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

La micotoxina se encapeul6 junto con el gel de sílice co 

mo excipiente con un total de 20 mg por cápsula. 
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El peso conjunto del gel de sílice y la micotoxina se t~ 

m6 como la cantidad específica de dosificaci6n de la mico­

toxina ya que la cromatografía de capa fina da cantidades 

de partee por bill6n de micotoxina que solo pueden ser 

cuantificadas por m~todoe más sofisticados como la espe~ 

trometría. de masas. 

Se dosificaron las micotoxinas a 2 caballos (a y b) de­

jando 1 como testigo (o). 

Doeificaoi6n: 

De los estudios realizados sobre la leucoencefalomalacia 

y el edema cerebral en distintas partes del mundo, no exi! 

te ningún trabajo acerca del uso de micotoxinae para rep~ 

ducir estas encefalopatías, siendo en esta ocasi6n la pri­

mera vez que se lleva a cabo se dosific6 al azar para en-­

contrar una dosis que reprodujera los síntomas y lesiones 

cerebrales que producen estas enfennedades. 

1.-se dosificaron 55 cápsulas (l 100 mg= 1.1 g) de la mio~ 

toxina encontrada en el alimento contaminado procedente de 

lugares donde se reportaron brotes de leucoencefalomalacia 

equina, vía oral, al caballo "a" durante 31 días, de la si 

g11iente manera: 

Primeros días, 13 días 1 cápsula diaria 

subsecuentes 18 días 2 cápsulas diarias 

Total = 31 días 55 cápsulas 

2.-se dosificaron 45 cápsulas (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, v!a oral, al caballo "b", durante 29 dias de la si­

guiente manera: 

Primeros días, 23 días 1 cápsu1a diaria 

Subsecuentes 4 días 3 cápsul.as diarias 

" 2 días 5 cápsu1as diarias 

Total = 29 días 45 cápsul.as 

3.-El caballo "c" que se utiliz6 como testigo fue aliment! 

do con alimento limpio (paja y maíz). 

II.-Prueba biológica con el alimento contaminado. 

Para esta parte experimental se utilizaron los asnos. 

A los asnos "ª" y "b" se les dió alimento contaminado 

procedente de Tecolotlán, Jalisco donde se reportó un bro­

te de leucoencefalomalacia. 

El alimento utilizado consistió de maíz en mazorca. 

El asno "º" se utiliz6 como testigo y fue alimentado con 

alimento limpio (paja y maíz). 

En este experimento la dosificación fue ad libitum dul'a!! 

te 30 días. 

Elaboración ~ !.!!!. cápsulas: 

Se raspÓ el gel de sílice que contenía a la micotoxina. 

Posterionnente)se pesaron 20 mg de la muestra en una ba­

lanza analítica marca Mettler. 

Finalmente, la muestra se coloc6 en una cápsula vacía, 

las cápsulas fueron adquiridas de la droguería Cosmopolita 

S.A. 



Este experimento se realiz6 en la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M. y fue supervisado 

por la Dra. Reyna Sánohez San Martín del Departamento de 

Patología de la. mencionada Faaultad. 
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I 
PRUEBA BIOLOGICA 

TESTIGO 

+ ALIMENTO CONTAMINADO QUE , 
CAUSO BROTES DE LEUCOENCE-
FALOMALAC IA. 

Pigurn 13: Pmchn Biol6gicn. 

TESTIGO 

+ MICOTOXINA Al~ 
LADA DE ALIMENTO 
CONT AM 1 NADO QUE , 
CAUSO LEUCOENCE-
FALOMALAC l A, 

+ MICOTOXINA Al~ 
LADA DE ALIMENTO 
CONTAMINADO QUE 

" CAUSO EDEMA CER~ 
BRAL, 
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RESULTADOS ! DISOUSION 

Aislamiento del hongo. 

En el análisis de la miconora de las muestras de alim~ 

to contaminado (ver Tabla 6) se encontraron hongos de los 

g~neros Alternaria, Aspergillus y Fusarium. 

La muestra l resultó negativa al crecimiento de micono­

ra en el medio de cultivo, esto indica que este alimento -

analizado a pesar de ser de un lugar donde se reportó un -

brote de leucoencefalomalacia (ver Tabla 5) no fue la cau­

sa de la enfermedad, pero sin embargo fue muestreado por -

encontrarse ahí. 

El género Aspergillus únicamente se encontró e:i las mue! 

tras 2 y 3, y el género Alternaría en la muestra 8. 

Fusarium resultó el hongo predominante en las ::uestras -

analizadas ya que se encontró presente en todas ellas. 

Así, Fusariwn se presentó en un 9~ en las muestras ana­

lizadas, Aspergillus en un 17~ y Alteniaria en un 8~ res~ 

pectivamente. 

Tomando en cuenta únicamente las muestras de maíz { 3-7, 

9-12) encontramos que Fusarium se presentó en un loo< como 

el hongo predominante en la miconora. 

Cuando el g~nero Fusariwn fue aislado, purificado y cul­

tivado en los medios de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), 

Papa-Sucrosa-Agar (PSA) y Cloruro de Potasio-Agar (KOl-Agar), 

se encontraron diferencias en el crecimiento micelial cu~ 

do se observaron las oolonias a los 7 días de crecimiento. 

En el medio de cultivo PDA el ~icelio apenas alcanzaba a 

cubrir toda el área de la caja de Petri, su espesor era de 

aproximadamente 2 a 3 mm y presentaba coloración. 



Tabla 6: Resultados de la micoflora encontrada en las muestras de alimento contaminado. 

MUESTRA PROCEDENCIA ENFERMEDAD SIEMBRA GENEROS IDENTIFICACION ESPECIES 
REPOHTJ\111\ EN PDA TDENT I F lCADOS POR CO!.ORJ\CION* IDENTIFICADAS 

No. 1 Tantoyuca, Etlo. L.E.M.E. Sin mico-
Cebada de México flora --- -- --

No. 2 Tantoyuca, Edo L.E.M.E. 2 colonias Fusar ium SJl. F acuminatum F. monil i forme 
Cebada de México íispc rg i1 lus sp. f. avenaceum -------

-
No. 3 Tantoyuca, Edo L.E.M.E. 2 colonias Fusarlum sp. F avenaceum F. subglu t inans 
Maíz tri- de México Aspergillus sp. f. ni vale 
llado 

No. 4 'l'ianguistenso, E.e.E. 1 colonia Fusarium sp. F ¡¡raminearum F. subglutinans 
Maíz en Edo. de México F sambucinum 

-
-

mazorca 

No. 5 Tianguistcngo, E.C.E. 1 colonia Fusarium sp. F avcnaceurn F. moniliforme 
Maíz Edo. de México ------ ¡; iñonilitorme en 
mazorca f. sporoüichioides 

¡; subglutinans ·-
No. 6 Tianguistengo, E.e.E. 1 colonia Fusarium Sjl • F avenaccum F. moniliforme 
Maíz Edo. de México --- F monil i forme en 
mazorca F ~jl.orot r ich i'c!J ... ~1.~~ 

¡; su~_g l ut inans -

No. 7 Tianguistcngo, E.e.E. 1 coloni;i Fusarium sp. F avcnaceum F. monil iforme 
Maíz en Edo. de México F monil i forme 
mazorca f ~qrotrichioidc~ 

f ·subglutinan.:?_ 



Tabla 6: Cont inuaci6n. 

MUESTRA 

No. 8 
Cebada 

No. 9 
Maíz en 
mazorca 

No. 10 
Maíz en 
mazorca 

No. 11 
Maíz des­
granado 

No. 12 
Maíz 
mol ido 

PROCEDENCIA 

Atizapan de Za­
ragoza, Ello de 
M6xico 

Tecolotlán, 
Jalisco 

Tecolotlán, 
Jalisco 

Tccolotlán, 
Jalisco 

Tccolotlán, 
,Jalisco 

l'DJ\: Papa-llcxtrosa-J\g;i r. 

ENPERMEllAIJ 
REi'ORTAllJ\ 

llemorrag i a 
cerebral 

L.E.M.E. 

L.E.M.E. 

L.E.M.E. 

L. E.~1.1\. 

SIEMBlll\ 
EN PDA 

2 colonias 

1 colonia 

1 colonia 

1 colonia 

1 Colonia 

GENE ROS 
I DENT I F 1 CA DOS 

Fusarium sp. 
Alternaría sp. 

Fusarium sp. 

Fusarium sp. 

Fusarium sp. 

IDENTI F I CAC TON 
POR COLORAC ION* 

F. acuminatum 
F. avenaccum 

F avenaceum 
F iñOñTIITorme 
f. nivale 
f ~orotrichioides 
F subglutinans 

F. avenaceum 
F monil iformc 
f sporotrichfoides 
F subglutinans 

F avenaceum 
f. moniliforme 
f. s_p_orotrichioides 
F SUbgfu!_Tnan·s--

F clamidosporum 
!: ~..!:_U.!1! 

L.E.M.E.: Leucoenccfalomalacia equina. 
E.C.E.: Edema Cerebral equino. 
*: Idcntificaci6n parcial en base a la coloraci6n e.le la colonia (Nclson, et ~J,., 1983). 

ESPECIES 
IDENT lf ICADAS 

f· moniliforme 

F. moniliforme 

F. monili forme 

F. anthophilum 

F. moniliforme 



68 

En el medio de cultivo PSA se observ6 un gran crecimien­

to mioelial, ~ate cubri6 toda el ár.ea de la caja, present6 

un espesor de aproximadamente 7 a 8 mm y no presentaba co­

loraci6n, todos los medios eran de color blanco. 

Fisher, et !!:1.•' 1983, report6 un buen desarrollo de cad! 

nas de mioroconidios del g~nero Fusarium en el medio de 

cultivo K(J].-Agar, sin embargo, en este trabajo el medio de 

cultivo present6 un escaso crecimiento mioelial, ~ste ape­

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

Para la identifioaci6n preliminar a nivel de especie por 

coloraci6n de la colonia (ver Tabla 6), el medio de cul­

tivo PDA result6 ser el más adecuado, además de que en es­

te medio algunas especies presentan una coloraci6n parti~ 

lar (Nelson, et al., 1983). 

Se consider6 pertinente incluir la columna de 11 identifi­

oaci6n por coloraci6n 11 dentro de la Tabla 6 ya que en el -

libro de Nelson, !,! !!!•' 1983, viene una escala precisa de 

colores de colonias de Fusarium en PDA, y como el color es 

variable según el medio de cultivo, pues es útil establecer 

con exactitud cuál presentaba nuestro cultivo. 

s;a.n embargo, hay que estar claros en que el hongo identi­

ficado es lo válido ya que en ocasiones no coinciden la C2, 

lumna de "identificaci6n por coloraci6n" y de "especies -

identificadas", siendo estas Últimas las que hay que cona~ 

derar como verdaderas y se dejará la columna de 11 identifi­

caoi6n por coloraoi6n" como una apreoiaci6n maorosc6pioa -

de referencia y no es que se hubieran obtenido estas esp! 

cies en realidad en la miooflora. 



Detenninaoi6n ~ hongo. 

De los 3 medios de cultivo utilizados para la determin!_ 

ci6n a nivel de especie del g~nero Fusarium el PDA resul­

t6 ser el mejor ya que al realizar las observaciones bajo 

el microscopio las estructuras reproductoras (conidi6fo­

ros, microconidios y macroconidios) presentaron un mejor 

desarrollo y pUdieron apreciarse fácilmente. 

En el medio de cultivo PSA a pesar del gran crecimiento 

y número de hifas, los conidi6foros eran escasos y no se 

podían distinguir fácilmente. 
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En el medio de cultivo K<n.-Agar se observ6 un escaso n~ 

mero de hifas, casi no se observaron conidi6foros, a pesar 

de que hubo un buen desarrollo de macroconidios. 

Basándose en el manual de identificaci6n de Fusarium de 

Nelson, !! !!!·' 1983, se determinaron las especies~-­

~ anthophilum, Fueariwn subglutinane y Fusa~ium ~­

forme (ver Tabla 6). 

Fusarium moniliforme Sheldon. fue identificado con base 

en el tamafio y la forma de los microconidios y maoroconi­

dios; presencia de cadenas de microconidios; presencia de 

monofiéJ.idee y ausencia de polifiéJ.ides y clamidosporas -

(ver Figura 14 y 15). 

Fusarium eubglutinans ( wollenw & Rinking) Neleon, Tous­

soun & Maraeas comb. nov. fue identificado con base en -

el tamafio y fo:nna de los miorooonidios y macroconidios; -

ausencia de cadenas de microconidioe; presencia de mono-­

fiálides y polifiálides, y ausencia de clamidosporas (ver 

Figura 16 y 17). 

La ausencia de cadenas de microoonidios y la presencia 

de polifiéJ.ides en Fusarium subg1utinane son caracterís-
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tioas que utilizan Nelson, !,! ~·, 1983, para elevar a ~ 

go de especie a Pusarium moniliforme Sheldon var. Subgluti­

~ Wollenw & Reinking. 

Pusarium anthophilum. (A. Braun) Wollenw fue identificado 

con base en el tamafl.o y fonna de los microoonidios (ovales 

y piriformes) y macrooonidios; presencia de monofiálides y 

polifiálidee, y ausencia de clamidosporas (ver Figura 18 y 

19). 

!• moniliforme fue encontrado en las muestra.e que repor­

taron leuooencefalomalacia (2,9,10 y 12), edema cerebral -

(5-7) y hemorragia cerebral (8). !• aubglutinane fue encoll 

trado en las muestras que reportaron leucoencefalomalacia 

(3) y edema cerebral (4). Y~· anthophilum apareció en la 

muestra ll donde se reportó leuooencefalomalacia (ver Ta-­

bla 6). 

Finatmente se puede observar que las especies !• monili­

~ y !• subglutinane se encuentran implicadas en alim~ 

to contaminado procedente de lugares donde se reportaron -

brotes de leucoencefalomalacia y edema cerebral en equinos. 



Figura 14. Fusarium moniliforme: a,b, cadenas de microconidios; e, 
monofiálides; d, macroconidios y microconidios (a 505x, 
b-d 1250x). 
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Figura 15. Fusarium moniliforme: a, microconidios; 
b,c, monofialides ( a 4000x, b 1600x, 
e 4400x). 
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Figura 
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16. Fusarium subglutinans: a,b, macroconidios y microconidios; 
c,d, monofialidcs y polifiálides ( a 1250x, b 50Sx, c,d 
1250x ) . 



Figura 17. Fusariwn subglutinans: microconidios. 
4400x 
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Figura 18. Fusariurn anthothilum: a,b monofiálides; e, microconidios 
(ovales y piri -ormes); d, polifiálidcs (a,b 1250x, c,d 
SOSx). 



Figura 19. FusarilD!I anthophiltm1; a, monofiálidcs; 
b, microconidios (a 1800x, b 1800x). 

76 



77 

Extraoci6n ~ micotoxinas. 

Se utilizaron las técnicas de extracción de micotoxinas 

de Stoloff, ~ ~.(1971), Thomas, ,!?! ~· (1975) y Romer -

(1986) para abarcar el mayor número de posibles micotoxi­

nas que pudieran estar implicadas en el a1imento contami­

nado que fue analizado. 

Al té:nnino de las extracciones, como resultado, se obser 

v6 que los tres métodos son muy efectivos ya que los es­

tándares presentaron una buena fluorescencia cuando las -

placas se observaron bajo luz ultravioleta. 

No se detectaron aflatoxinas, zearalenona ni tricoteoe­

nos tipo A (ver Tabla 7) en las muestras analizadas, sin 

embargo en los cromatogra.mas de las técnicas aparecieron 

2 manchas que correspondieron según la técnica de Romer -

(1986) a tricotecenos tipo B (ver Tabla 7) dando como re­

sul tado que las técnicas de Stoloff, ~ ~· (1971) y Tho­

mas, !! ~· (1975) tambimt pueden extraer micotoxinas del 

grupo de los tricotecenos. Sin embargo, la técnica de Ro­

mer (1986) que es especifica para tricotecenoe extrae una 

mayor cantidad de estos (ver Tabla 7) y detecta de qué ti 

po son (A 6 B). 

Comparando las 3 técnicas de extracción en cuanto a 

tiempo de extracción por muestra, costo y riesgo de trab! 

jo se encontró que: 

El m~todc de Stoloff, !1 ~· (1971) requiere de 80 minu 

tos para su realización, tiene un costo aproximado de 5.80 

dólares u.s. (Pereda, 1987) y un alto riesgo de trabajo -

por utilizarse sustancias muy tóxicas (acetonitrilo, éter 

de petróleo y cloroformo). 
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Tabla 7: Micotoxinas obtenidas en la cromatografía de capa 
fina. 

Mico toxinas 
Tricotecenos 

Técnica H.1estra Aflatoxinas Zea- Tipo A Tipo B de rale 
extracci6n B1 IBz IG1 lGz 

- T-2 IDAS OON IMD1 Rf- MD2 nona 
X 

testigo - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - + 0.92 + 

Stoloff, 3 - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - + 0.92 + et al., 5 - - - - - - - - - -

1971. 6 - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - -

testigo - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - + 0.90 + 
3 - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - + 0.90 + 

Thomas, 5 - - - - - - - - - -
et al., 6 - - - - - - - - - -

7 - - - - - - - - - -
1975. 8 - - - - - - - - - -

9 - - - - - - - - - + 
10 - - - - - - - - + 0.90 + 
11 - - - - - - - - + 0.90 -
12 - ·- - - - - - - - -

testigo - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - + 0.88 + 
3 - - - - - - - - - + 
4 - - - - - - - - + 0.87 -

Romer, 5 - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - + 0.87 -

1986. 7 - - - - - - - - + 0.89 + 

8 - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - + 0.86 -

10 - - - - - - - - + 0.86 -
11 - - - - - - - - + 0.86 -
12 - - - - - - - - + 0.87 -

Rf;.: 

0.71 

0.72 

o. 71 

o. 72 

o. 71 
o. 71 

0.74 
o. 74 

0.74 

T-2= Tcxina T-2 
DAS= Diacetoxiscirpenol 
DON= Deoxinivalenol 

Rfx de los estándares utilizados: 

MD1= Mancha desconocida #1 

MD 2= /·!ancha desconocida #2 

Rf= Factor de retardación 

ª1= 0.44 

82= 0.41 

G
1

.-= 0.40 

G
2
= 0.36 

Z= o.so 
T-2= 0.26 

DAS= 0.21 

DON= 0.68 
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El método de Thomas, ~ ~.(1975) requiere de 70 minutos 

para su realizaci6n, tiene un costo aproximado de 1.78 d6-

lares u. s •. (Pereda, 1987) y un moderado riesgo de trabajo 

por utilizarse solamente cloroformo y hexano como sustan-­

cias t6xicas. 

El método de Romer (1986) requiere de 40 minutos para su 

realizaci6n, tiene un costo aproximado de 6 d6lares u.s. -
(el costo se da en d6lares para poder precisar en cualquier 

feoha su costo real en moneda nacional) y un alto riesgo -

de trabajo por utilizarse sustancias muy t6xicas (acetato 

de etilo, acetronitilo, tolueno, clorofonno, ácido f6nni­

co y ácido sulfúrico). 

Identifioaci6n ~ miootoxinas. 

Al realizar la cromatografía de capa fina no se detecta­

ron aflatoxinas ni zearalenona. En los cromatogramas co­

rrespondientes a las técnicas de extracci6n de Stoloff, !! 
~· (19'n) y Thomas, !! !1.•(1975) se encontraron en algunas 

muestras analizadas, principalmente la muestra 2 y 4 (ver 

Tabla 7), dos manchas fluorescentes que no correspondieron 

a los estándares, una mancha (Rf¡= 0.71 a 0.72) por abajo 

de la zearalenona (Rfx= o.So) y una arriba {Rf¡= 0.90 a -

0.92) de ésta. 

Como el género Fu.sarium prodUoe principalmente miootoxi­

nas del grupo de los t·riooteoenos (!Ylarasas, !,! !!!• ,1984) 

se procedi6 a realizar la técnica de Romer (1986), la cual 

es específica para este grupo de micotoxinas. Cuando se -

realiz6 esta técnica el cromatograma correspondiente a los 

tricotecenos tipo A result6 negativo (ver Tabla 7) ya que 

ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BIBLIOTECA 



solo aparecieron los estándares utilizados (Toxina T-2 y 

Diacetoxiscirpenol). En el oromatogrwna correspondiente a 

los tricoteoenos tipo B apareoieiion nuevamente estas dos 

manchas, pero en este caso se deteot6 un mayor número de 

éstas y se presentd una ligera variaci6n en los valores -

de Rf (ver Tabla 7), 
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El valor de Rf de la mancha fluorescente catalogada co­

mo mancha desconocida H l baj6 ligeramente (Rf¡= 0.86 a 

o.89) con respecto al valor obtenido anterionnente (a!¡= 

0.90 a 0.92), y el Rf correspondiente a la mancha fluor~ 

cente catalogada como mancha desconocida 1 2 aubi6 lige­

ramen te (Rf¡= 0.74) ta.mbi6n con respecto al valor obteni­

do a.nterionnente (Rf¡= 0.71 a 0.72),Ver Tabla 7 

Esta variaci6n en loa valores de Rf se debe a la dife­

rencia que existe entre la técnica de Romer (1986) con -

las de Stoloff, ~ al.(1971) y Thomas, et !1,.(1975), en -

la metodología y desarrollo de la cromatografía de capa -

fina, como ejemplo se puede citar el uso de diferentes d! 

sarrolladores de micotoxinas (ver técnicas de extraccidn). 

Las dos manchas fluorescentes se catalogaron como trie~ 

tecenos tipo B ya que s6lo aparecieron en la placa corre~ 

pondiente a este tipo de tricotecenos (ver Tabla 7). 

Estas miootoxinaa aparecieron en las muestras que repo~ 

taron brotes de leucoencefalomalacia (2,9-12) y Edema -

cerebral (4,6,7), siendo en las muestras 2 y 4 donde estas 

dos micotoxinas aparecieron en los cromatogramas de las -

tres t~onicas de extracci6n (ver Tabla 7). 

Los valores de Rf de los estmtdares utilizados no corre! 

pondieron con los citados en la técnica (ver Tabla 8). 

Romer (1986) menciona que los valores de Rf varían pero la 

secuencia siempre es la misma, esto es, para los tricote-
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Tabla 8: Comparac16n de los valores de· Rf obtenidos de los 
Tricotecenos utilizados con otros valores t~oricos. 

Tricotecenos Rf8 
Rf 

'o 
Rf º 

Toxina T-2 0.34 o.~6 -
Tipo Diacetoxiscirpenol 0.27 O.Zl -

A Toxina HT-2 0.17 - -
Neosolaniol 0.13 - 0.15 

Fusarenona X 0.69 - 0.31 
Tipo Deoxinivalenol 0.50 o. ¿.3 -

B Nivalenol 0.19 0.05 -

Rfª = Valores de Rf seg¡S.n Romer (1986) con desarrollador 
tolueno-acetato de etilo-ácido fórmico al 90% ( 6: 2:1 
v/v/v) para tricotecenos. tipo A y desar:-Jllador ace­
t&to de etilo-metanol (20:1 v/v) para tricotecenos 
tipo B. 

b . 
Rf = Valores de Rf de los estándares obtenid=-s en la pre­

sente tesis bajo la t~cnica de Romer, 1~36. 

Rfº= Valores de Rf segÚn Purchase (1974) con desarrollador 
acetato de etilo-hexano (3:1 v/v) para E.!!lbos tipos 
de tricotecenos. 
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men de oada una de las 2 micotoxinas desconocidas. 

Ea importante aeffalar que era más factible analizar las 

micoto~inas encontradas con la técnica de Romer (1986), -

pero el inconveniente que se presentó fue que esta técni­

ca requiere de la aplicación de una solución C1oruro 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 

s!lice y al ser analizadas por espeotroscop!a infrarroja 

interferirían en las bandas correspondientes a los grupos 

funcionales de las micotoxinas. 

De los cromatogramas con la técnica de Thomas, !! !:f!:.• -
(1975), se purificaron las micotoxinas correspondientes a 

la muestra 2 (que causó brotes de leucoencefalomalacia -

equina) y muestra 4 (que causó brotes de edema cerebral -

equino). Se trabajó con estas micotoxinas porque apareci! 

ron en los cromatogramas de las tres técnicas de extracción 

y representan las dos enfermedades reportadas. 

Se obtuvieron cuatro micotoxinas purificadas; de la mue~ 

tra 2 la micotoxina correspondiente a la mancha desconoci­

da # 1 {Rfx= 0.90) y la correspondiente a la mancha desco­

nocida 1 2 (Rf¡= 0.71); y de la muestra 4 la micotoxina c~ 

rrespondiente a la mancha desconocida H 1 (Rf¡= 0.90) y la 

correspondiente a la mancha desconocida # 2 (Rf¡= 0.72) 

ver Tabla 7. 

Al realizar la eapectroscop!a infrarroja se detectaron -

en loa espectrogramas de los estándares de los tricotece­

nos las bandas correspondientes a los grupos funcionales -

de las moléculas de estas micotoxinas (ver Figura 20, 2J. 

y 22). 



cenos tipo A la Toxina T-2 siempre presentarn el valor Rf' 

más alto seguida del Diacetoxiscirpenol, Toxina HT-2 y el 

Neosolaniol respectivamente, para los tricotecenos tipo 

B Fusarenona X tendrn el valor de Rf más al to seguido del 

Deoxinivalenol y el Nivalenol (ver Tabla 8). 

En los resultados se observ6 esta secuencia, la Toxina 

T-2 present6 el valor de 3.f más alto {Rf¡= 0.26) seguida 

del Diacetoxiscirpenol ( Rf'¡= o. 21). Ver Tabla 8 

Tomando en cuenta la diferencia (0.19) entre los valores 

de Rf (dados por Romer, 1986) de la Fusarenona X (Rf'= 0.69) 

y el Deoxinivalenol (Rf= o. 50), el valor de Rf de la Fus!!, 

renona X en este trabajo correspondería a un Rf= o.87 a -

partir de la suma de esta diferencia con el valor de Rf -

obtenido para el Deoxinival.enol (Rfx= O. 68) ver Tabla 8. 

Con base en lo anterior la mancha desconocida# 1 (MI>¡) 

corresponde a la micotoxina Fusarenona X, ya que el valor 

téorico de Rf sacado para ~ata (Rf= o.87) entra dentro -

del rango de valores de R:f de la MJ\ (Rf¡= o.86 a 0.89) -

ver Tabla 7. 

La mancha desconocida 1 2 (MD2) no se pudo identificar 

en la cromatografía de capa fina. 

Estas dos micotox:Í.nas encontradas en la cromatografía -

de capa fina MD
1 

y MD2 fueron analizadas tior la técnica de 

espectroscopia infrarroja para detectar loe grupos funci~ 

nales característicos de.las moléculas de estas micotoxi­

nas e identificarlas media:nte estos grupos funcionales. 

Las miootoxinas analizadas por esta técnica fueron pur~ 

ficadae (ver técnica de espectroscopia infrarroja) a par­

tir de los cromatogramas de la técnica de Thomas, ~ !!::.• 
(1975) pues esta técnica permiti6 obtener un mayor volu--
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Figura 20: Espectrograma infrarrojo de la micotoxina Diacetoxiscirpenol (DAS) • 
(Tricoteceno tipo A) 

10 

80 

60 

4 

OH 

2 

4000 3000 

o 
n -e-o-

o • -e-o-
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200 

Longi:ud de onda (cm-1) 

Figura 21: Espectrograma ir.frarrojo de la mico toxina 'f'-2. 
(Tricoteceno tipo A) 
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Figura 22: Espectrograma infrarrojo de la rniccto>:ina Deoxinivalenol (DON). 
(Tricoteceno tipo B) 
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En los espectrogramas del Diacetoxiscirpenol y de la To­

xina T-2 (ver Figuras 20 y 21) ae encontraron las bandas -

correspondientes a los gxupos hidroxilo (OH), metilos y me 

tilenos (OH
3 

y CH2) y carbonilos del grupo éster (-a..o-),­
los cuales corresponden a los g11Upos funcionales que cara.!:, 

terizan a estas dos moléculas. 

El Deoxinivalenol en el espeotrograma infrarrojo (ver F! 

gura 22) preeent6 las bandas correspondientes a los grupos 

hidroxilo (OH), metilos y metilenos (OH
3 

y CH2) y gnipos ! 
ter (C-0-C) que caracterizan a loe grupos funcionales de -

esta molécula. Ta.mbi:n se obs~rv6 que no aparecieron bandas 

oorrespondli.entes a carbonilos del grupo éster que caracte­

rizan en general a los tricotecenos tipo A (comparar Figu­

ras 20 y 21 con la Figura 22). Además apareci6 una pequefia 

banda que representa un doble enlace Carbono-oxígeno (C::iO) 

que podría corresponder al que presenta la molécula de es­

ta micotoxina (ver Figuras 6 y 22). 

El espeot110grama de la miootoxina correspondiente e. la -

mancha desconocida # 1 de la muestra 2 (ver Figura 23) pr! 

sent6 bandas de los gxupos metilos y metilenos (CH
3 

Y CH2), 
f? 

éter (IJ-0-C) y carbonilos del grupo éster (-1'-0-). Además 

apareoi6 una pequefia banda que representa un doble enlace 

Carbono-oxígeno (C=O) y una ligera tendencia a formar una 

banda del grupo hidroxilo (OH). Este espectrograma es muy 

similar al de la miootoxina de la mancha desconocida 1 1 

de la muestra 4 (ver Figura 24) pues los principales 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 ~arbono-oxf 
I 

geno y a loe grupos metilenos y metilos estan más aoentua-
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Figura 23: Espectrograma infrarrojo de la rnicotoxina correspondiente 
a la mancha desconocida # 1 de la muestr~ 2 que caus6 
brotes de Léucoenéefalomalacia equina. 
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Figura 2 4: Espectrograma infrarrojo de la micotoxina correspondiente 
a la mancha desconocida # 1 de la muestra 4 que causó 
brotes de Edema cerebral equino. 
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Figura 26: Espectrograma infrarrojo de la micotoxina correspondiente 
a la mancha desconocida # 2 de la muestra 4 que caus6 
brotes de Edema cerebral equino. 
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das que en la muestra 2. Las variaciones entre loe dos es­

pectrogramas se deben a que las micotoxinas no presentan -

una pureza del 100~ como los estándares. 

La cromatografía de capa fina mostr6 qu~ estas micotoxi­

nae son tricotecenos tipo B' y el análisis de espectroscopia 

infrarroja detect6 una banda correspondiente al carbonilo 

del grupo éster que sólo a.e encuentra presente como grupo 

funcional en la Fusarenona X (ver Figura 6) en los tricote 

cenos tipo B~ 

Por lo tanto, este análisis al igual que la cromatografía 

de capa fina indican 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 Fusarenona x. 
Las micotoxinas correspondientes a la mancha desconocida 

U 2 de las muestras 2 y 4 (ver Figuras 25 y 26) presenta­

ron en el espectrograma los erupos metilos y metile?,os ('JH
3 

y tJH2), éter (a-o-e), carbonilos del grupo éster (-e-o-), 
hidroxilos (OH) y doble ligadura IJarbonc-Oxigeno ( a=O), l!?_ 

calizados en las mismas bandas, diferenciándose en la in-­

tensidad de algunas de estas bandas. Esta diferencia se 

atribuye a que aunque son mol6culas similares no son la mis 

ma aunque tengan igual Rf. 

Esta.a dos micotoxinas al igual que las correspondientes 

a la mancha desconocida # l presentaron un grupo carbonilo 

del éster que también se representa en la Fusarenona X, sin 

embargo éstas presentaron un Rf muy baje en la cromatogra­

fía de capa fina {ver Tabla 7), por tanto estas correspon­

den a otras micotoxinas (ver Tabla 2). 

Un análisis químico que identifica plenamente los compo­

nentes de una mol~oula ea la espectrometría de masas. Se 
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realiz6 este proceso de identificaci6n resultando negativo 

porque la cantidad de muestra de las micotoxinas analiza-­

das fue insuficiente para ser detectadas por el espectr6-­

metro de masas. 

Por la estructura de las miootoxinas encontradas se dedu 

ce que no puede ser la monilifonnina como se creía, 
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Estudio mioroso6pioo .!!! cerebros 2!, equinos. 

El estudio de microscopía electr6nica de transmisión re 

veló diferencias microestructurales entre el material sano 

(cerebro de caballo sano) y el material con lesiones ~e -

leucoencefalomalacia y edema cerebral (cerebro ae caballo 

con leucoencefalomalacia y cerebro 1e ~a1allo con edema -

cerebral. 

Para una buena observación de las diferencias entre los 

cerebros con lesiones de las enfermedades y el cerebro ª!: 

no, se compararon 3 zonas, una de cada cerebro, para fl'pre 

ciar los daños estructurales. 

La zon~ correspondiente al cerebro con Edema cerebral -

(Pigura 27) presentó hinchamiento de mielina; fragmenta-­

ción de algunas fracciones de mielina y de~eneraci6n ~el 

axón. Además se observó diso~iaci6n de los grupos mielí­

nicos con pérdida de la. l:lorfología de áreas de substancia 

blanca debida a la presencia de un material homogéneo die 

tribuido entre estos grupos mielínicos. 

La zona correspondiente al cerebro con leucoencefaloma­

lacia (;'igura 28) presentó ;iérdida de las áreas '..1e r.;1.1betan 

c!.a °'Jlmca; uresencia de con¿lomerados e:norfo¡; que ·~orres 

po~den a fragmentos de neur6pila, también se uudo apreciar 

la presencia de alei.tnos fragmentos de mielina, sin embargo 

ya no se observaron axones. 

3rl comparaci6n con los dafios presentados en Leucoencefa­

lomalacia y Edema cerebral, en la zona correspondiente al 

cerebro sano se observ6 continuidad y buena delimitaci6n 

del conto1no de los componentes de la mielina y el ax6n. 



Figura 27. Edema cerebral: Hincha 
miento de mie 1 ina con tlegeneracion 
tle axones y disociaci6n de los gru 
pos mielínicos con pérdida de la:­
morfología de áreas de la substan­
cia blanca. 9500x 

IN= llinchamicnto de mielina 
DA= Degeneraci6n de axones 
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DCN= Disociaci6n de grupos mielínicos. 

Figura 28. Leucoencefalomalacia: Pér 
dida de las áreas de la substancia :­
blanca, presencia de conglomerados -
aroorfos y frngmcntos de mielim. 
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= Axones 
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Prueba biológica. 

Las micotoxinas dosificadas a los caballos fueron las de 

Rf correspondiente a la Fusarenona x. La micotoxina de la 

muestra 2 (aislada de alimento contaminado que causó Leu­

coencefalomalacia) y la micotoxina de la muestra 4 (aisla­

da de alimento contaminado que causó Edema cerebral). 

A los asnos se les dio alimento contaminado que causó 

Leucoencefalomalacia. 

El caballo dosificado (durante 31 días) con la micotoxi 

na aislada de alimento contaminado que caus6 Leucoencefal~ 

malacia presentó los síntomas de somnolencia y ligera in-­

coordinación alternando con díae en que el animal se veía 

recuperado. El animal nunca se postró ni present6 otro ti 

po de síntomas (ver Figura 30). 

El caballo dosificado (durante 29 días) con la micotoxi­

na de alimento contaminado que causó Edema cerebral presa~ 

t6 los síntomas de pérdida de apetito, lagrimeo, incoordi­

naci6n al caminar, somnolencia, depresi6n, cabeza en posi­

ci6n hacia abajo, apoyo de la cabeza contra le cerca y 

postración (ver Figura 31). En los Últimos días del exper!, 

mento el animal ya no podía levantarse, fue sacrificado y 

en la necropsia no se observaron daños en encéfalo ni en -

6rganos viscerales. 

En el estudio histopatol6gico se encontr6 Edema (ver Fi­

gura 32) distribuido perivasoular y en forma general en la 

substancia blanca del cerebro, acampa.fía.do de hemorragias -

{ver PiguI'E. 33). La substancia blanca present6 un aspecto 

esponjoso debido al Edema (ver Figura 32). También se apr~ 

cí6 gran actividad de la astroglia, microglia y de la oli-
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godendrogJ.ia (gliosis). 

En hígado se observ6 moderada proliferaci6n de conductos 

biliares e infiltraoi6n grasa en hepatocitos (hepatosie). 

Los asnos alimentados (durante 30 días) con alimento pr.2. 

cedente de un lugar donde se report6 un brote de leucoenc! 

falomalacia, en general no presentaron síntomas de la en­

fermedad, a excepci6n de los primeros días donde se obsel'­

v6 p~rdida de apetito y somnolencia. 

Los animales control no presentaron ningún cambio. 

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de los -

hongos Fusarium moniliforme y !• subglutinans en el a1im8!!, 

to contaminado procedente de lugares donde se reportaron -

brotes de leucoencefalomalacia y edema cerebral equino, e~ 

to qued6 demostrado en el a.náJ.isia de micoflora donde estos 

dos hongos aparecieron en las muestras analizadas, con ex­

cepci6n de la muestra l que resultó negativa al análisis -

de micoflora, por lo que este alimento quedó considerado -

como no causante de loa brotes de leucoenoeí'alomalacia a 

pesar de haber sido muestreado en el lugar del brote de la 

enfermedad. 

Estos dos hongos presentaron miootoxllias con el mismo Rf 

y espectrograma infrarrojo similar, sin embargo, en la pru!: 

ba biol6gica encontramos diferentes resultados con cada una 

de las toxinas, mostrando que son diferentes. 

La dosificaci6n realizada en la prueba biol6gica con la 

miootoxina aislada del alimento contaminado sospechoso de 

producir edema cerebral mostr6 que 'ata es causante de la 



95 

enfermedad al haber reproducido los síntomas clínicos y -

daf'ios cerebrales de edema en el caballo. Sin embargo, la 

leucoencefalomalacia no se pudo reproducir despu6s de la 

doeificaci6n. Posiblemente la cantidad aplicada de micoto 

xina fue insuficiente para rep110ducir la leuooencefaloma­

lacia ya que en los primeros días el caballo tratado pre­

sent6 síntomas de 6sta, pero posterionnente se recuper6. 

De igual fonna la prueba realizada en asnos oon alimen­

to contaminado sospechoso de producir leuooencefalomalacia 

resuJ.t6 negativa por tanto este alimento a pesar de prov~ 

nir de un lugar donde se present6 un brote de esta enoefa 

lopat!a no estuvo implicado como causante del brote. 



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

PRESENTÓ SOMNOLENCIA E IN­
COORDINACION, 
SE RECUPERÓ, 

+TOXINA (EC), PRESENTÓ LAGRIMEO, INCORDINACIÓN, SCX"NOLEN­
CIA, DEPRESIÓN, APOYO DE LA CABEZA CONTRA LA CERCA (CEFALIA), 
POSTRACIÓN Y MUERTE, 
PRESENTÓ EDEMA CEREBRAL E Hf GADO FIBROSO Y GRASO, \O 

O'I 
Figura 30: Resultados de la Pmeba Bio16gica. 



Figura 31: Caballo postrado después de dosificar 
con la micotoxina aislada de alimento 
contaminado que caus6 Edema cerebral, * 
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Figura 32: Infiltraci6n de líquido intersticial (EdemaJ 
y presencia de astroglia reactiva (astroci­
tos). 400x * 

Figura 33: 

AR= Astroglia reactiva 
EC= Edema cerebral 

Vaso sanguíneo congestionado y zonas 
hemorrigicas. 400x * 
VSC= Vaso sanguíneo congestionado 
H= Hemorragias 

• Fotografías tomadas por la Dra. Reyna Stínchez San ~l1rtín 
del Departamento de Patología de la Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Aut6-
noma de México. 
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OONCLUSIONES 

1.- En México existen reportee de brotes de encefalopatías 

de equinos atribuidos a virus como agente causal sin consi 

derar que estos brotes pueden deberse al consumo de alime!l 

to contaminado con micotoxinas como lo demuestra este tra-

bajo. 

2.- Los métodos de Stoloff, ~ !!!• y Thomas,!! !!!• utili­

zados tradicionalmente para la extracci6n de anatoxinas -

también extraen micotoxinas del grupo de los tricotecenos. 

3.- Fusarium monilifonne, Fusarium subglutinans y Fusarium 

anthophilum se encuentran en alimento contaminado sospeoh!?_ 

so de producir leucoencefalomalacia equina. 

4.- Fusarium moniliforme y Fuearium subglutinans estan pr! 

sentes en alimento contaminado procedente de lugares donde 

se reportaron brotes de edema cerebral equino. 

5.- La micotoxina Fusarenona X y otras micotoxinas del ~ 

po de los triooteoenos tipo B estan presentes en alimento 

contaminado procedente de lugares donde se reportaron b110 

tes de leuooencefalomalaoia y edema cerebral equino. 
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6.- Los estudios realizados demuestran que la micotoxina -

monilifonnina, la oual a sido mencionada como posible cau­

sa de la leuooenoefalomalaoia y el edema cerebral, no está 

implicada en estas enfermedades. 

7.- La micotoxina identificada como Fusarenona X es respo~ 

sable del Edema cerebral equino, ya que se reprodujo la e!!_ 

fe:rmedad en la prueba biol6gica al dosificar oon esta mico 

toxina. 

8.- La micotoxina encontrada en el a1imento contaminado 

sospechoso de producir leucoencefalomalacia equina no ea -

responsable de esta encefalopatía, ya que no reprodujo la 

enfermedad en la p:r:ueba biol6gica. 
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