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1. INTRODUCCION

Las características nutricionales de los hongos determinan

que puedan ser aislados de los más diversos sustratos.

Uno de los conceptos básicos en la ecología de los hongos

es el de nicho ecológico. Este viene determinado por la capaci¬

dad de los hongos de utilizar compuestos de carbono, general¬

mente en forma de carbohidratos que son esenciales para el

desarrollo de estos microorganismos. Los hongos sólo pueden

existir en íntima asociación con estos sustratos y por ello

se observa una alta demanda de los mismos durante el crecimien¬

to vegetativo. El desarrollo fúngico viene establecido por

dos características de estos sustratos: la facilidad de asimi¬

lación y su distribución espacial y temporal.

Algunos sustratos son solubles y fácilmente asimilables, otros

no y en base a esta característica y a su presencia en los

hábitats de forma continua o discontinua, puede establecerse

una clasificación que se resume en la TABLA ne 1. Atendiendo

a la composición y distribución de estos sustratos, será posi-

ble el crecimiento de unos u otros grupos de hongos.

Otro aspecto que debe tenerse en cuenta es la relación existen-

te entre las diversas especies fúngicas, estableciéndose un

grado de competencia que impide en ocasiones el crecimiento
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Fácilmente asimilable RefractarioNaturaleza del sustrato

Partes muertasExudados de plantas,Continuo

de animales vi-secreciones animales

vos (piel, pe-y microbianas

lo)Digeridos animales

Lecho de hojas, Productos deDiscontinuo

descomposiciónmicroorganismos,

plantas y anima- final de plan-

les muertos, he- tas y animales

(lignina, qui-ces

tina y quera-

tina)

TABLA nQ 1.- Clasificación de los sustratos utilizables por los

hongos.
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de unas en beneficio de otras.

En condiciones adversas (temperaturas extremas, actividad

de agua poco favorable, presencia de sustratos poco asimila-

bles), se aislan de forma selectiva determinados grupos de

hongos, tal como se indica en la TABLA n9 2.

Algunos hongos saprofitos son ecológicamente dependientes

de forma obligada a la simbiosis con animales o vegetales ( TA-

BLA nQ 3), adaptándose a las situaciones de "stress" que el

desarrollo en estas condiciones pueda determinar. Sin embargo

estos microorganismos considerados como saprofitos, pueden

en ocasiones comportarse como parásitos, desencadenando proce-

sos patológicos en la célula sobre la que se desarrollan.

Sustratos poco

asimilables

Temperaturas.
adversas

Baja actividad
de agua

Lignícolas

Queratinofílicos

Termofílicos Xerotolerantes

(xerofílicos,Psicrófilos

Quitinotróficos halofílicos y

osmofílicos)

TABLA n2 2.- Grupos de hongos según su capacidad de desarrollo

en condiciones adversas.
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Alta concentración

de nutrientes

Baja concentración
de nutrientes

Hongos de los exoesque-Levaduras de las mucosasAsociaciones

letos de los invertebra-de los vertebrados.con animales

dos.

Hongos de la piel y ane-Hongos del rumen y ciego

de los herbívoros. jos.

Hongos del intestino de

los invertebrados.

"Mycetangial fungi".

Hongos de hormigas.

Hongos dé la superficieLevaduras de exudadosAsociaciones

ricos en azúcares.con vegetales de las hojas.

TABLA ns 3.- Hongos saprofitos ecológicamente dependientes de asocia-

ciones con animales y vegetales.
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Los animales constituyen un hábitat potencial para los hongos

saprofitos, aunque en general existen factores desfavorables

que dificultan el crecimiento de la mayoría de estos microorga-

nismos. La micoflora presente en la superficie de los animales

está constituida por todos aquellos hongos que se encuentran

en la piel y otras superficies queratinizadas.

La queratina es una escleroproteína fibrosa, insoluble, con

un contenido en azufre proporcionalmente superior al que se

encuentra en otras proteínas ( 110, 377 ). A pesar de ser un

sustrato poco idóneo para el desarrollo fúngico, puede soportar

el crecimiento de un reducido, pero importante, grupo de hongos

denominados queratinofílicos, algunos de los cuales se de¬

sarrollan en los tejidos queratinizados de los animales vivos

por acción de procesos enzimáticos entre los que la sulfitoli-

sis parece ser la más común ( 212, 324). Esta característica

adquiere tal importancia que en base a ella se distingue un

grupo de hongos patógenos: los dermatofitos.

Tras la exposición de un animal a un dermatofito, no siempre

se establece un proceso de infección, y como consecuencia

de ello, algunos animales pueden ser considerados como portado-

res ( 274 ).

Algunos animales poseen una resistencia natural a la infección

y factores como la edad, madurez sexual, estado nutricional

y hormonal y la presencia o ausencia de enfermedades concurren-

6



tes, puede influir en la resistencia natural a las infecciones

micóticas ( 274 ). Existen también factores de tipo local que

impiden la invasión micótica entre los que citaremos: la barre-

ra mecánica de la piel, las membranas mucosas intactas y la

actividad fungistática de los ácidos grasos ( 5, 170 ), aunque

este último factor se encuentra actualmente en discusión

(325 ).

Entre las especies de dermatofitos aislados de los animales

aparentemente sanos, se citan en la bibliografía, entre otros

los siguientes: Trichophyton mentagrophytes ( Hl» 138, 142, 147,

174, 183, 192, 213, 231,241, 242, 249, 250,286,288)Microsporum ca-

nis (26, 111.231.288).Trichophyton rubrum (109, 154). Asimismo

se cita el aislamiento de M. gypseum (111,138,243,249,250,288).

No todos los queratinofílicos se consideran patógenos y la

mayoría de ellos pueden ser aislados de suelos, por lo que

se les atribuye la característica de ser geofílicos. En general

no se limitan a un solo hábitat, sino que suelen presentarse

intercambios entre los sustratos geofílico, zoofílico y antro-

pofílico (9, 231, 285, 312).

Simultáneamente a este grupo de hongos, que como ya hemos

indicado están adaptados al desarrollo sobre queratina y pueden

permanecer en este sustrato durante un período de tiempo pro-

longado, se han aislado también otros géneros de hongos mice-

liares y levaduras de la superficie de los animales. Su presen-

7



cia puede ser considerada en ocasiones como temporal y en

la mayoría de los casos no llegan a desarrollarse, permanecien-

do en este -sustrato en forma de propágulos fúngicos viables.

Este grupo de hongos debe considerarse como saprofito y consti-

tuyente de la micoflora habitual de la superficie corporal

de los animales. Se aíslan frecuentemente en los medios de

cultivo de laboratorio e incluso de forma concomitante con

especies de dermatofitos ( 4,111, 161, 370 ) dificultando

en ocasiones un correcto diagnóstico ( 3 ).

El estudio de la micoflora presente en animales sanos, no

se ha llevado a cabo de forma exhaustiva y por ello son escasos

los trabajos citados en la bibliografía que hacen referencia

a este tema. Entre ellos podemos mencionar los de Philpot

y Berry ( 302 ), Kushida y cois. (216) y van Cutsem y cois.

(111) en perros; Hubalek y cois. (190,191) en animales salvajes

y Hubalek ( 189 ) en plumas de pájaros; González Cabo

(156) en conejos; Caretta y cois. (81) en vacas,Marsella y cois.

(243) y Caretta y del Frate (80) en pelos y pulmas de animales

salvajes. Los géneros aislados mayoritariamente son;Alternaría,

Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Aureobasidium, Mucor

y Rhizopus.

De la mayoría de los hongos saprofitos no se conoce su capaci-

dad para desencadenar infecciones en animales sanos ( 4 ).

Sin embargo algunos de ellos pueden alcanzar un carácter inva¬

sivo en condiciones de inmunodeficiencia del hospedador, trans-

8



formándose en agentes etiológicos de procesos patógenos, com-

portándose en este caso como patógenos oportunistas.

Entre los autores que describen la epidemiología de las infec¬

ciones causadas por hongos oportunistas destacaremos a Rippon

( 320).

En la TABLA ne 4 se resumen las lesiones superficiales produci-

das en animales por hongos oportunistas ( 4 ).

9
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El suelo debe considerarse como el principal reservorio

de los microorganismos, y por ello, la mayoría de los hongos

pueden ser aislados a partir de este sustrato.

Los propágulos fúngicos se depositan en el suelo, proceden-

tes de los más diversos hábitats: atmósfera, restos vegeta-

existiendo una posible asociaciónles, animales, etc • 9

entre varias especies fúngicas.

Los hongos realizan en el suelo, diversas funciones útiles,

destacando fundamentalmente la mineralización de la materia

orgánica (110 ).

La investigación de la micoflora geofílica ha sido realizada

por numerosos autores, pudiendo destacar como estudios

de recopilación más significativos los de Domsch y Gams (124)

Gilman ( 149 ) y Barron ( 23 ), entre otros. Sin embargo,

son relativamente pocas las referencias bibliográficas

que mencionan estudios específicos realizados en suelos

de granjas y explotaciones animales, destacando los de

Caretta y cois. (81 ), Ajello ( 7 ), Jain ( 198, 199), een-

trados exclusivamente en el aislamiento de queratinofílicos.

Entre los grupos de hongos que han sido aislados de suelos

destacan los queratinofílicos. El hallazgo de dermatofitos

en este hábitat por Vanbreuseghem ( 372 ), por Ajello (6.)

y Gordon ( 157) inició una serie de estudios sobre estos

13



microorganismos, utilizando fundamentalmente la técnica
de Vanbreuseghem (371 ). La importancia de los hongos quera-

tinofílicos ha sido anteriormente mencionada y su posible

presencia tanto en la superficie de los animales como en

el suelo puede estar justificada por la fácil dispersión

de sus conidios que facilita el paso de uno a otro sustrato

( 121,240,300).

La detección y estudio taxonómico de los queratinofílicos

aislados de muestras de suelos ha sido realizado por diver¬

sos autores ( 7, 8, 11, 24, 68, 73, 80, 81, 82, 83, 97, 132,

139, 139, 140, 160, 164, 198, 199, 200, 248, 253, 254, 272,

304, 307, 308, 377 ).

Estos estudios destacan tanto la presencia de géneros que

crecen utilizando la queratina como sustrato habitual (Mi-

crosporum, Trichophyton, Chrysosporium y sus teleomorfos)

como aquellos que pueden desarrollarse sobre ella de forma

ocasional (Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Chae-

tomium, Gliomastix, Epicoccum, Acremonium, Alternaría,

Cylindrocarpon, Geotrichum, Cladosporium, Paecilomyces, Seo-

pulariopsis).

La micoflora atmosférica constituye uno de los grandes

capítulos que forman el amplio concepto de la denominada

Aerobiología o biología del aire. Su estudio permite señalar

la intensidad y frecuencia de los hongos en la atmósfera.
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En la bibliografía se han descrito diversos métodos para

llevar a cabo la toma de muestras, que pueden resumirse

en cuatro ( 159 ):

1.- Métodos gravimétricos, basados en la sedimentación

de las partículas presentes en la atmósfera.

2.- Métodos de inercia, en los que las partículas se pueden

retener sobre filtros o bien sobre medios de cultivo.

3.- Métodos por precipitación térmica, basados en hacer

incidir unas muestras de aire a través de una zona

regulada a 1002C.

Métodos por precipitación electrostática, eficaces

para recoger partículas en suspensión.

4.-

Uno de los más utilizados, por su sencillez es el método

gravimétrico, que permite por simple exposición de placas

de Petri, recoger los propágulos fúngicos que se depositan

por acción de la gravedad sobre la superficie de un medio

de cultivo.

Esta metodología ha sido empleada por numerosos autores

que han llevado a cabo el estudio exhaustivo de la micoflora

de diversas zonas geográficas ( 13, 61, 62, 63, 79, 92, 93,

137, 235, 236 ).

Entre las investigaciones realizadas para establecer la

micoflora atmosférica destacan aquellas encaminadas a deter-
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minar la posible relación entre el contenido fúngico del

aire y la presencia de los mismos microorganismos en otros

hábitats (suelos, nidos, camas de animales, etc.), pudiendo

desencadenar procesos patológicos en los animales expuestos

y la contaminación y deterioro de los sustratos destinados

a la alimentación ( 99,127,156,220,221,262,303,329).

La composición y origen de los productos destinados a la

alimentación animal determina que éstos sean un sustrato

idóneo para el desarrollo de los hongos y la producción

y acumulación de micotoxinas.

La capacidad que poseen las cepas fúngicas de desarrollarse

sobre vegetales determina su presencia en granos,semillas

piensos, forrajes, ensilados, etc. Algunos géneros fúngicos

llegan a los granos y semillas incluso antes de su recolec-

ción y procesado por lo que se denominan "hongos de campo"

o como consecuencia de las condiciones de almacenaje a

que generalmente son sometidos, calificándolos de "hongos

de almacenamiento" (98 ).

Se han realizado numerosos estudios con el fin de conocer

cualitativa y cuantitativamente la presencia de hongos

miceliares y levaduras en los alimentos destinados al consu¬

mo animal, destacando entre otros los que se han realizado

a partir de muestras de granos, cereales y leguminosas (1,2,

33,76,77,91,101,155,178,179,180,182,214,218,252,255,257,263,

269,270,276,330,367,368,378,379,381,394).
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forrajes y ensilados (55,81,88,104,106,219,222,258,298,299 )

piensos ( 55,223,233,262,266,281 ).

Existe una gran variedad de hongos miceliares que en condi-

ciones adecuadas ( 58 ) pueden elaborar y acumular metaboli-

tos tóxicos para el hombre y los animales, denominados

micotoxinas (10, 78, 94, 100, 108, 145, 153, 171, 177, 201,

209, 219, 224, 259,260,261,264,279, 293,321,342,352,389,392) .

El número de hongos toxigénicos es muy elevado, estimándose

que entre el 30 y el 40% de los géneros aceptados (260)

tienen la capacidad de elaborar algunos metabolitos tóxicos.

Además debe tenerse en cuenta que una misma micotoxina

puede ser elaborada por géneros distintos y que una determi¬

nada especie puede producir diferentes tipos de micotoxinas.

Aunque la lista de metabolitos secundarios tóxicos está

en continua progresión, los que clásicamente han sido consi¬

derados como los de mayor importancia son los elaborados

por los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

El grupo Aspergillus flavos es el máximo productor del tipo

de micotoxinas denominadas aflatoxinas cuyo estudio se

inició en la década de los sesenta ( 260 ) • Son las únicas

micotoxinas para las que existe una reglamentación específi-

ca en gran número de países que regula las cantidades máxi-

mas permitidas en alimentos y piensos ( 35,136,338 ).
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Químicamente presentan una estructura difumarocumarínica

(CUADRO na 1 ) ( 392) y observadas a la luz ultravioleta

y B 2 ) o verde (G^presentan fluorescencia azul (B ^

y G2). Posteriormente
M

1 y M2

se identificaron las aflatoxinas

que son los derivados hidroxilados de la B^
y B2 respectivamente. Otros derivados detectados son las a-
flatoxinas B (2-hidroxiderivados de B j y G ^ ),
las aflatoxinas P^ y , aflatoxicol y parasiticol.

2a ^ ^ 2a

Las aflatoxinas son elaboradas básicamente por cepas de

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, aunque en

la bibliografía se cita también su producción por parte

de cepas de Penicillium puberulum ( 185)» Aspergillus ostia-

ñus ( 340 ), _A. niger, Pl. ruber, k. wentii, P. citrinum ,

P. frequentans, P. variabile y Rhizopus sp. ( 245 , 260 )

aunque no ha podido ser nuevamente demostrada la capacidad

productora de estas cepas en otros ensayos ( 256,387 ).

Uno de los aspectos dé mayor interés en el estudio de las

micotoxinas es establecer las condiciones óptimas que favo-

recen la elaboración y acumulación de las mismas por parte

de las cepas productoras. Entre ellas podemos citar:

Condiciones mediales

- Temperatura ( 32, 41, 58, 59, 116, 165, 186, 201, 244,

267, 290, 333, 335, 336, 349, 358, 364, 383 ).

- pH ( 59, 115, 128, 186, 201, 244 ).
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- Tiempo de incubación ( 29, 195, 201, 345, 349 ).

- Tipo de sustrato:a)naturales ( 12, 14, 29, 41, 104, 176, 186, 205, 227, 228,

238, 239, 247, 265, 277, 280, 301, 317, 318, 344, 347,351, .

357, 386, 399, 400 ).b)semisintéticos ( 25, 56, 57, 59, 115, 167, 195, 226, 273,

290, 331, 332, 349, 353, 366, 380 ).c)definidos ( 104, 106, 107, 116, 117, 167, 168, 197, 297,

313, 345, 346, 348, 349, 350 ).

- Influencia de determinadas sustancias sobre la producción

de aflatoxinas ( 21, 25, 28, 30, 53, 54, 96, 104, 105, 107,

117, 133, 134, 135, 148, 168, 169, 184, 206, 227, 230, 237,

238, 246, 247, 280, 291, 297, 311, 314, 395, 396, 397, 398).

- Importancia del tamaño del inoculo ( 107, 345, 346 ).

- Importancia del método de cultivo ( 115, 133, 167, 175, 247,

297, 313, 350 ).

- Influencia de la luz ( 30, 31 ).

Asimismo y dada la importancia sanitaria y económica de

las aflatoxinas se han desarrollado numerosos métodos
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para detectar y cuantificar su presencia, tanto en los sustratos

naturales como en los medios de cultivo. Todos se basan en la rea-

lización de una extracción primaria, una purificación y separa-

ción de las mismas, seguida de una confirmación y cuantificación

(15,21,36,71,89,90,112, 129,135,150,151,152,158,181,193,251,341,

343,353,357,360,361,365,388,392) .

Aunque las metodologías citadas permiten una exacta detección

y cuantificación de las aflatoxinas producidas, requieren en

la mayoría de los casos la puesta a punto de diversas técnicas

de las que no siempre se dispone en el laboratorio de Microbiolo-

gía. Por ello, varios investigadores han propuesto el empleo

de diversos medios de cultivo que facilitan la realización

de un ensayo inicial para detectar de forma rápida y sin necesi-

dad de realizar la extracción, cepas productoras de aflatoxinas

(172,229,313,363,375).

Con el fin de conocer la presencia de cepas del grupo Aspergillus

flavus (Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus), poten-

cialmente toxigénicas, Bothast y Fennell en 1974 (40) descri-

bieron un medio de cultivo específico, modificado por Pitt

en 1983 (306) que permite detectarlas de forma selectiva en

cualquier tipo de muestras al cabo de cuarenta y dos horas

y cuya eficacia ha sido demostrada por otros autores (34).
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Dado el carácter tóxico de este grupo de metabolitos secun-

darios, se citan en la bibliografía numerosas publicaciones

referidas a ensayos biológicos que facilitan la detección

de cepas toxigénicas. Entre las técnicas empleadas podemos

citar:

- Bioensayos en patitos de un día ( 194, 260, 317, 339 ).

- Bioensayos en embrión de pollo (56, 74, 122, 234, 260,

271, 373, 374 ).

- Bioensayos en ratas y ratones ( 74, 196, 215, 260, 278 ).

- Bioensayos en pollitos ( 122, 162, 208, 260, 382 ).

- Bioensayos en cultivos celulares ( 260, 268, 295, 322 ).

- Bioensayos sobre células vegetales ( 260, 295 ).

- Bioensayos sobre insectos ( 95, 166, 260 ).

- Bioensayos sobre cultivos de microorganismos:a)Bacterias gram positivas (19, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,

49, 50, 51, 56, 60, 66, 75, 102, 163, 217, 271, 282, 295,

296, 315, 323, 330, 356, 359, 362, 392 ).

b) Bacterias gram negativas ( 66, 75, 194, 217, 260, 282 ).

c) Levaduras y hongos filamentosos ( 66, 75, 260, 296, 354,393 ).
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- Bioensayos sobre larvas de Artemia salina (52, 66, 118,

122, 173, 260, 275, 295, 331, 359 ).

- Bioensayos sobre peces zebra (Brachydario rerio)(120,295).

La capacidad de los hongos de desarrollarse en los más

diversos sustratos, unido a la fácil dispersión de los

propágulos fúngicos, determina que éstos puedan fácilmente

colonizar al hombre e incidir sobre su salud directamente

o a través de la cadena de contaminación citada a lo largo

de este capítulo.

En el hombre se describen procesos de intoxicación o de

infección a través del consumo de alimentos de origen

vegetal o animal o el contacto directo con animales conta-

minados. Las interrelaciones ecológicas entre los diversos

factores considerados se establece en la FIGURA n9 1.
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2. OBJETO E INTERES

La célula animal puede ser parasitada por un amplio grupo de

hongos miceliares y levaduras que desencadenan procesos clínicos

característicos: dermatofitosis, micosis profundas, etc. Estos

microorganismos han sido objeto de estudio por parte de numerosos

investigadores, pero son escasos los trabajos que hacen referen-

cia a la micoflora presente en animales sin afección fúngica

alguna.

La presencia de todo tipo de hongos en la piel y plumas de los

animales está directamente relacionada con el contenido en propá-

gulos fúngicos viables del hábitat propio de cada animal: atmós¬

fera, suelos, nidos, camas, etc.

Otro aspecto de gran interés es el de las micotoxicosis, origina-

das tras el consumo de alimentos contaminados por cepas fúngicas

toxigénicas, capaces de elaborar y acumular micotoxinas sobre

este sustrato o directamente por las micotoxinas, metabolitos

secundarios de marcada resistencia a los factores ambientales

y que una vez vertidos al medio por parte de las cepas producto-

ras, pueden persistir activos durante un largo período de tiempo.

Por todo lo expuesto, hemos considerado de interés llevar a

cabo una investigación que permita establecer la distribución

de hongos en animales procedentes de granjas y explotaciones
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ubicadas en su totalidad en Cataluña y que no presentaban

procesos micóticos aparentes, así como estudiar la capacidad

de elaborar, y acumular aflatoxinas por parte de las cepas

pertenecientes al grupo Aspergillus flavus aisladas de mués-

tras de alimentos destinados al consumo animal, estudiando

de forma exhaustiva su capacidad tóxica y determinando los

niveles de las mismas que las cepas mencionadas pueden producir

en diversas condiciones de cultivo.

El estudio detallado de los resultados obtenidos tiene por

objeto indicar las relaciones ecológicas entre los hongos

aislados de los diversos sustratos estudiados y la posible

incidencia de animales portadores de hongos patógenos que

pueden ser el elemento transmisor de procesos de infección

a otros animales e incluso al hombre, así como detectar la

presencia de cepas con capacidad de elaborar aflatoxinas,

metabolitos que pueden ser acumulados en el animal y tras

el consumo del mismo o de sus derivados, originar un proceso de

micotoxicosis en el hombre.
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3. PLAN DE TRABAJO

El Plan de trabajo seguido en la presente Memoria ha sido

el siguiente:

1.- Elección de las granjas y explotaciones

2.- Preparación y siembra de las muestras

3.- Determinación de la micoflora atmosférica

4.- Determinación de la micoflora presente en el pelo

y plumas de los animales estudiados

5.- Determinación de la micoflora presente en el suelo

- Micoflora total

- Hongos queratinofílicos

6.- Determinación cualitativa y cuantitativa de la micoflo-

ra presente en piensos compuestos, forrajes y ensilados

7.- Estudio de la capacidad toxigénica de las cepas del

grupo Aspergillus flavus aisladas de muestras de

alimentos

Ensayos de actividad frente a larvas de Artemiaa.-

salina L.
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b.- Ensayos de actividad frente a microorganismos

- Método de Wickerham

- Método de Campbell

- Método de los discos

8.- Detección y cuantificación de las aflatoxinas elabora-

das por las cepas en estudio

- Cultivos en medio YES

- Cultivos en medio APA

- Cultivos en medio CAM

9.- Lectura y tratamiento de los resultados
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4.1. MUESTRAS ESTUDIADAS

Con el fin de estudiar la micoflora presente en el hábitat

de animales aparentemente sanos se han elegido setenta y siete

granjas o explotaciones ubicadas en Cataluña, cuya distribución

geográfica por comarcas se detalla en la FIGURA na 2.

Las granjas o explotaciones investigadas estaban destinadas

a la producción de diversas especies animales, tal como se

indica en la TABLA siguiente:

ESPECIE ANIMAL N2 DE MUESTRAS ESTUDIADAS

Vaca 20

Cerdo 20

15Gallina

Conejo 15

3Oveja

Cabra 2

Caballo 1

1Paloma

TOTAL 77
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Distribución geográfica de las 77 explotaciones.FIGURA nQ 2
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En la TABLA nQ 5 se resume la distribución por comarcas de las

setenta y siete explotaciones estudiadas, indicando el número

atribuido a cada una de ellas.

De cada granja seleccionada se realizó el estudio de la mico-

flora presente en la atmósfera, en el pelo o plumaje de

los animales, en los alimentos suministrados (pienso compues-

to, forraje o ensilado) y en el suelo, siempre que el tipo

de explotación fuera adecuado para ello. En las muestras

de tierra se determinó asimismo la presencia de hongos quera-

tinofílicos.

En la TABLA nQ 6 se detalla el número total de muestras

estudiadas.
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4.2. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

La metodología empleada para el estudio de la micoflora presente

el hábitat de los animales investigados se resume en elen

ESQUEMA n2 1 .

4.2.1. ESTUDIO DE LA MICOFLORA ATMOSFÉRICA

El estudio de la micoflora atmosférica se realizó siguiendo

técnicas gravimétricas ( 127, 159, 262,329). Tres placas de

Petri, conteniendo agar extracto de malta al 2% adicionado

de 30 ppm de clorhidrato de tetraciclina, convenientemente

distribuidas por la nave en la que se alojaban los animales,

se expusieron durante cinco minutos, con el fin de que los

propágulos fúngicos presentes en la atmósfera se depositaran

libremente por acción de la gravedad.

Las placas se transportaron lo más rápidamente posible al labo-

ratorio, realizándose la incubación a 28QC durante 5-7 días.

Tras el desarrollo de las colonias se procedió al aislamiento

e identificación de aquellas que a simple vista o por observa-

ción al microscopio estereoscópico fueron consideradas diferen-

tes. El aislamiento se realizó en tubos de agar extracto de

malta al 2% y la identificación se llevó a cabo siguiendo las

técnicas descritas en el apartado 4.3.

37



ANIMAL

AIRE
PIENSO

FORRAJE TIERRAt=d t=d l PELOS

PLUMAS
ENSILADO

EXTRACTO DE MALTA 2%

EXPOSICION AMBIENTAL
DURANTE 5 MINUTOS

METODO DE
VANBREUSEGHEM?

SABOURAUD
Tr

INCUBACIÓN A
T- AMBIENTE

Incubación
282C 5-7 días

1 ! B

10'2 10"3 10"4 10'N

0.1 ML

V
EXAMEN DE LAS
PLACAS A INTER-
VALOS SEMANALES

%\

vy

?? ([
V V VEXTRACTO DE MALTA 2%

^ 282C 5-7 díasINCUBACION

. k

- AISLAMIENTO E

IDENTIFICACIÓN
- MICOFLORA TOTAL

(ufc/g muestra)

- AISLAMIENTO E

IDENTIFICACIÓN
- AISLAMIENTO E

IDENTIFICACIÓN

ESQUEMA nQ 1 Metodología de trabajo seguida.
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4.2.2. ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN LAS MUES-

TRAS DE PELOS Y PLUMAS

De cada explotación estudiada se escogió un animal representati¬

vo, del cual se tomaron con pinzas o tijeras, previamente este-

rilizadas, las muestras de pelo o plumas. Transportadas éstas

al laboratorio en placas de Petri estériles, se procedió a

la siembra de las mismas en Agar glucosado de Sabouraud (AGS),

adicionado de 30 ppm de clorhidrato de tetraciclina con el

fin de inhibir el desarrollo bacteriano.

La siembra se realizó depositando fragmentos de pelo o plumas

en la superficie del medio de cultivo. Las placas se incubaron

a 28QC durante 5-7 días.

Tras el desarrollo de las colonias se procedió al aislamiento

e identificación de las cepas, siguiendo la técnica descri¬

ta en el apartado 4.2.1.

4.2.3. ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN LAS MUES-

TRAS DE PIENSO, FORRAJE Y ENSILADO

Las muestras de pienso, forraje y ensilado se tomaron de los

comederos de las granjas o explotaciones y se transportaron

al laboratorio en frascos estériles.

A partir de cada muestra se preparó una dilución inicial (10 1 )
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en suero fisiológico estéril, realizándose un banco de dilucio-
_2

nes decimales de 10 hasta 10

La siembra se llevó a cabo por agotamiento en superficie ( 328),

depositando 0.1 mi de cada dilución en tres placas de Petri,

conteniendo agar extracto de malta al 2% adicionado de 30 ppm

de clorhidrato de tetraciclina.

La incubación se realizó a 28QC, procediéndose a la lectura

transcurridos 5-7 días.

Tras el desarrollo de las colonias se realizó el análisis cuan¬

titativo de las muestras, escogiendo aquella dilución en la

que se hubieran desarrollado entre 10 y 100 Unidades Formadoras

de Colonias (U.F.C.) ( 328 ) y obteniendo la media aritmética

del número de colonias desarrolladas en las tres placas corres¬

pondientes a la dilución elegida. Multiplicando el ne de UFC

por el factor de dilución y teniendo en cuenta el volumen de

muestra depositado en la placa se determinó el ns total de

UFC/g de muestra.

Realizado el contaje se procedió al aislamiento e identificación

de las cepas, siguiendo la técnica descrita en el apartado

4.2.1.

4.2.4. ESTUDIO DE LA MIC0FL0RA PRESENTE EN LAS MUES-

TRAS DE SUELOS
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4.2.4.1. MICOFLORA TOTAL

Siempre que el tipo de explotación lo permitía, se tomaron

muestras de la tierra en contacto con los animales, transportán¬

dose al laboratorio en frascos estériles.

A partir de cada muestra se prepararon diluciones iniciales

(10 1 ) en suero fisiológico estéril y se realizó un banco
-3 -7

de diluciones decimales desde 10 hasta 10

La siembra se llevó a cabo por agotamiento en superficie ( 328 ),

depositando 0.1 mi de cada dilución en tres placas de Petri,

que contenían agar extracto de malta al 2% adicionado de 30

ppm de clorhidrato de tetraciclina.

La incubación se realizó a 28QC, por espacio de 5-7 días.

Tras el desarrollo de las colonias se realizó el análisis cuan¬

titativo de las muestras, escogiendo aquella dilución en la

que se hubieran desarrollado entre 10 y 100 UFC/placa ( 328)

y obteniendo el número total de UFC/g tal como se describe

en el apartado 4.2.3.

Posteriormente se procedió al aislamiento e identificación

de las cepas siguiendo la técnica descrita en el apartado 4.2.1.
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4.2.4.2. HONGOS QUERATINOFíLICOS

La determinación de los hongos queratinofílicos presentes en

las muestras de suelo estudiadas se llevó a cabo siguiendo

la técnica "Tokava Hair Baiting Method" de Vanbreuseghem (371 )

basada en depositar en placas de Petri estériles la cantidad

suficiente de tierra para formar una capa uniforme de una altura

aproximada de medio centímetro. Para conseguir el grado de

humedad adecuado, se añadió a cada placa agua o suero fisiológi¬

co estéril. No se consideró necesaria la adición de antibiótico

para inhibir la flora bacteriana, siguiendo las recomendaciones

propuestas por otros autores ( 73 ).

Como fuente de queratina se utilizó crin de caballo estéril

cortado en fragmentos de aproximadamente 3-4 cm, que se coloca¬

ron con pinzas previamente esterilizadas sobre la superficie

de la capa de suelo.

Las placas así preparadas se incubaron a temperatura ambiente,

observándose a intervalos semanales durante seis meses, hasta

la detección mediante el microscopio estereoscópico de creci-

miento fúngico sobre la queratina. Para evitar la desecación

se añadía agua o suero fisiológico estéril de forma periódica.

Al observar formación de micelio sobre un fragmento de crin,

se seleccionaba con pinzas esterilizadas y se depositaba sobre

una placa de Petri, conteniendo Mycosel , con la finalidad de
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obtener el crecimiento de los hongos queratinofílicos en cultivo

puro. Estas placas se incubaron a 28QC, durante 5-7 días.

Desarrolladas las colonias se procedió al aislamiento en tubos

de agar extracto de malta al 2% o en agar glucosado de Sabouraud

según el género al que pertenecían al colonias. La identifica-

ción se llevó a cabo siguiendo la metodología descrita en el

apartado 4.3.
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4.3. ESTUDIO TAXONOMICO

4.3.1. CLASIFICACION HASTA NIVEL DE GENERO DE LOS

HONGOS MICELIARES

Desarrolladas las colonias y con el fin de proceder a su identi-

ficaicón hasta nivel de género, se llevó a cabo la observación

de su hábitat de crecimiento. Si este método no es suficiente

se realiza una preparación microscópica a partir de la colonia.

La metodología seguida consiste en separar un fragmento del

cultivo con la ayuda de dos agujas enmangadas, se fracciona

sobre un portaobjetos y los fragmentos se transfieren a un

tubo de ensayo que contiene agua y Tween 80 al 0.01%. La suspen-

sión se somete a agitación mecánica con el fin de dispersar

los conidios y poder observar con claridad el conidióforo y

la célula conidiógena de la cepa en estudio. A continuación

se realiza la preparación entre portaobjetos y cubreobjetos

pudiendo añadirse unas gotas de lactofenol antes de proceder

a la observación microscópica.

Tras el estudio de las características macroscópicas y microscó¬

picas de la cepa, se consigue la clasificación hasta nivel

de género.

En ocasiones, la dificultad de identificación de las cepas

determina que se lleve a cabo la técnica del microcultivo,
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que consiste en colocar en una placa de Petri estéril un tubo

de vidrio doblado, sobre el que se deposita un portaobjetos

estéril. Se vierte, sobre éste, una fina capa de medio de culti¬

vo y una vez solidificado se lleva a cabo la siembra a partir

de un cultivo puro, realizando para ello, una fina estría.

Para mantener las condiciones de humedad adecuada se adicionan

una gotas de glicerol al 30% estéril.

La incubación se realiza a 28SC durante 2-3 días. Transcurrido es¬

te periodo de tiempo se observa al microscopio.

La inclusión de las cepas en un determinado género se realizó

siguiendo los Tratados de von Arx ( 17 ), Barnett y Hunter

( 22 ) y Carmichael y cois. ( 86 ).

4.3.2. CLASIFICACION HASTA NIVEL DE ESPECIE DE LOS

HONGOS MICELIARES

Identificado el género al que pertenecen las cepas aisladas

y conservadas en cultivos axénicos, se procede a su clasifica¬

ción hasta nivel de especie.

A partir de los cultivos se preparó una suspensión de un pequeño

fragmento de la colonia en Tween 80 al 0.01%, sometiéndose

a agitación mecánica con el fin de dispersar los conidios.
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Con la ayuda de un asa de siembra doblada, se procedió a deposi-

tar una gota de la suspensión en el centro de la placa de Petri,

excepto en el caso de los género Penicillium y Aspergillus

en los que se depositan tres asas, correspondiendo a los vérti-

ces de un triángulo equilátero.

El medio de cultivo utilizado varía según el género en estudio.

A continuación se indican los medios de cultivo empleados para

la identificación hasta nivel de especie de los distintos géne¬

ros aislados a lo largo de la presente Tesis.

AGAR EXTRACTO DE MALTA AL 2%

Absidia (401), Acremonium (146 ), Ampulliferina (130), Aphano-

cladium (146), Arthrinium (130), Aspergillus (310, 327), Aureo-

basidium (130), Botrytis (130), Chaetomium ( 18), Circinella

(401), Cylindrocarpon ( 17), Doratomyces (130 ), Dreehslera

( 130), Emericellopsis (146 ), Epicoccum ( 130 ), Gilmaniella

(130), Gliocladium (309), Humicola (130), Mucor (401), Mycelio-

phthora(283,284)Mycogone (188), Paecilomyces (326), Penicillium

(211,305, 309), Periconia (130), Pleospora ( 17 ), Rhizopus

(401), Sepedonium (114, 188), Scopulariopsis ( 124, 328), Scyta-

lidium ( 130 ) , Staphylotrichum ( 130 ) , Trichoderma (319) , Triti-

rachium ( 187), Ulocladium ( 130,131 ).

AGAR EXTRACTO DE MALTA AL 5%

Alternaría ( 130,131,204 ).

46



AGAR CZAPEK

Aspergillus (310,327), Penicillium (211,309), Chaetomium ( 87 )

y Gliocladium ( 309 ).

AGAR GLUC0SAD0 DE SABOURAUD

( 146 ),

(85,284), Geotrichum (84 ), Microsporum ( 312 ), Trichophyton

( 312 ).

( 312 ), ChrysosporiumArthrodermaAcremonium

OAT-MEAL AGAR

Phoma ( 37 ).

AGAR PATATA GLUCOSADA

Fusarium (38,39,203), Microascus ( 369 ).

AGAR GLUCOSA

Cladosporium (130,131,376 ).

La incubación se realizó a 28QC durante 10-14 días, excepto

en las cepas del género Cladosporium que se incubaron a tempera¬

tura ambiente, durante siete días.

Para la identificación hasta nivel de especie deben considerarse

de forma exhaustiva las características macroscópicas y micros¬

cópicas que se citan a continuación.

Las características macroscópicas principales son:
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Velocidad de crecimiento

Color del anverso y del reverso

Presencia de pigmento difusible en el medio de cultivo

Presencia de gotas de exudado. En caso afirmativo, color de

las mismas

Textura o aspecto de la colonia. Presencia de esclerocios

Formación de surcos radiales y/o concéntricos

Presencia y abundancia de hifas estériles

Las principales características microscópicas son:

Características de las hifas

Características del conidióforo

Características de la célula conidiógena

Características de los conidios

Características de los cuerpos fructíferos

Características de las esporas

Presencia o ausencia de clamidosporas

Presencia de estructuras características de determinados géne-

ros: hifas en raqueta, células de Hulle, etc.

Aquellas cepas que transcurridos treinta días no mostraron

estructuras reproductivas fueron consideradas como Micelio

estéril hialino o dematiáceo, según presentaran sus hifas trans¬

parentes o coloreadas.
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4.3.3. METODO EMPLEADO PARA LA CLASIFICACION DE

LAS LEVADURAS

Las levaduras aisladas se han identificado mediante el sistema

API 20C Aux (207 ). Con este micrométodo se consigue la clasi-

ficación, estudiando la capacidad de crecimiento en presencia

de diecinueve carbohidratos como única fuente de carbono.

El método consiste en preparar una suspensión de la levadura

en estudio, hasta alcanzar una turbidez igual al tubo n2 2

de la escala de McFarland ( 225 ). 100 jul de esta suspensión

se transfirieron al API 20C Médium, cuya composición se especi¬

fica en el apartado 4.7.

Posteriormente se llena la galería y se realiza la incubación

a 28QC, durante 48-72 horas.

Los carbohidratos estudiados son los siguientes: glucosa (2.4

mg), glicerol (2.4 mg), 2-ceto-D-gluconato (2.4 mg), L-arabinosa

(2.4 mg), xilosa (2.4 mg), adonitol (2.4 mg), xilitol (2.4

mg), galactosa (2.4 mg), inositol (4.7 mg), sorbitol (2.4 mg),

metil-D-glucósido (2.4 mg), N-acetil-glucosamina (2.4 mg),

celobiosa (2.4 mg), lactosa (2.4 mg), maltosa ( 2.4 mg). sacaro¬

sa (2.4 mg), trehalosa ( 2.4 mg), melezitosa (2.4 mg) y rafinosa

( 3.8 mg).

Paralelamente se realizaron microcultivos con el fin de conocer
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si la levadura en estudio poseía capacidad de formar micelio

o pseudomicelio ( 210 ).

La metodología empleada es la indicada en el apartado 4.3.1.

teniendo en cuenta que el medio de cultivo es el Corn Meal

agar y que es conveniente inocular la levadura, siguiendo dos

lineas paralelas. Se coloca un cubreobjetos esterilizado antes

de proceder a la incubación.

Asimismo se realizaron otras pruebas complementarias: capacidad

de crecimiento a 37eC, reducción de nitratos y producción de

sustancias amiloides extracelulares.

Capacidad de crecimiento a 37aC

Las cepas en estudio se sembraron en agar extracto de malta

al 2% y se incubaron a 37SC durante 2-4 días. En caso de obser-

varse un crecimiento débil se realizó una resiembra que se

incubó durante 2-4 días a la misma temperatura, siendo estos

últimos resultados considerados como definitivos ( 210 ).

Reducción de nitratos

Las cepas en estudio se siembran en cuatro tubos de ensayo

con agua de peptona y nitrato (210 ) y se incuban

realizándose las lecturas al cabo de 3,5,10 y 15 días, mediante

a 28QC,

la adición del reactivo de Griess - Illosway. La presencia de

nitritos se manifiesta por la aparición de color rojo. Si se

produce un resultado negativo, debe confirmarse añadiendo al
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tubo polvo de zinc que reducirá a nitrito cualquier residuo

de nitrato y dará color rojo.

Producción de sustancias amiloides extracelulares

Las cepas se sembraron en el medio descrito en el apartado

4.7. y se incubaron a 28SC durante 1-2 semanas. La lectura

se realizó tras adición de unas gotas de lugol. Si las cepas

elaboraron polisacáridos extracelulares, se observará coloración

azul característica . ( 210 ).
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4.4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD TOXIGENICA DE CEPAS DEL

GRUPO Aspergillus FLAVUS

Se ha investigado la capacidad de producción de aflatoxinas

de las cepas del grupo Aspergillus flavus aisladas de las mués-

tras destinadas a la alimentación de los animales, junto con

cepas utilizadas como control positivo ( Aspergillus flavus

NRRL 6540, flavus NRRL 3251, _A. flavus NRRL 6412, A^ parasi-

ticus NRRL 2999 y A. parasiticus NRRL 3145) y negativo ( _A.

flavus NRRL 6538) de producción de aflatoxinas.

Los medios de cultivo empleados para poner de manifiesto la

capacidad de producción de aflatoxinas han sido:MYeast extract

sucrose" (YES), "Aflatoxin producing ability" (APA) y "Coconut

agar médium" (CAM).

La detección de aflatoxinas se ha realizado mediante cromatogra-

fía en capa fina a partir de depositar alícuotas del extracto

clorofórmico obtenido tras el desarrollo de las cepas en estudio

en los medios YES, APA y CAM y del extracto crudo procedente

de los cultivos en el medio YES. Asimismo se han realizado

cromatografías de los cultivos obtenidos en los medios APA

y CAM, siguiendo la metodología de Filtenborg (141 ).
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4.4.1. PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN EL MEDIO YES

Preparación del inoculo

Tras el desarrollo de las cepas en estudio en agar patata gluco-

sa (PDA) durante 7-10 días a 28SC, se prepararon suspensiones

de las mismas en Tween 80 al 0.01%. Las suspensiones se filtra-

ron a través de gasa estéril para eliminar los restos de mice-

lio, determinándose el número de conidios por mi mediante cámara

La concentración final se ajustó a 10 conidios/de contaje.

0.1 mi (59).

Posteriormente se inocularon 0.1 mi de cada suspensión en erlen-

meyers de 250 mi que contenían 50 mi del medio YES ( 25, 56, 57,

59, 115,167, 195, 226, 273, 290, 331, 332, 349, 353, 366,380 )

ajustado a pH 5.5 (366 ).

La incubación se realizó a 28eC durante 14 días en ausencia

de luz y en cultivo estático ( H5, 133, 167, 247, 297, 313, 350 ).

Obtención del extracto crudo

Antes de realizar el proceso de extracción se tomaron, mediante

pipeta estéril alícuotas del cultivo que fueron sometidas a

filtración esterilizante. El filtrado obtenido se consideró

el extracto crudo.

Ensayos realizados con el extracto crudo

A partir del extracto crudo se realizaron las siguientes deter-
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minaciones:

- Determinación del pH (pHmetro Crison Digit 501)

- Cromatografía en capa fina

- Determinación de la actividad toxigénica frente a larvas de

Artemia salina

- Estudio de la capacidad inhibidora del desarrollo de microorga-

nismos

Extracción y concentración

A cada erlenmeyer se añadieron 50 mi de cloroformo, disgregando

el micelio con ayuda de un agitador magnético. El micelio se

recogió mediante filtración sobre papel de filtro previamente

pesado (Whatman ns 3, Wathman Ltd.) y se sometió a temperatura

de 80QC durante 14-20 horas, hasta peso constante.

El filtrado se pasó a un embudo de decantación recogiendo la

capa clorofórmica a través de sulfato sódico anhidro.

La extracción se repitió con dos volúmenes de 50 mi de clorofor-

mo, reuniendo los extractos clorofórmicos que se evaporaron

a sequedad en rotavapor (Buchi) con ayuda de vacío y a la tempe¬

ratura de 55SC.

El residuo obtenido se redisolvió en 5 mi de cloroformo (extrae-

to solución A) y 1 mi de este extracto volvió a evaporarse,

redisolviéndolo en 1 mi de acetona-agua (80:20 v/v) para el
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ensayo frente a larvas de Artemla salina (Apartado 4.4.4.1 ).

Todos los extractos se guardaron en viales de color ámbar con

tapón de rosca y cierre de teflón.

La metodología empleada es la recomendada por diversos autores

( 56, 332, 391 ).

Separación cromatográfica

La separación de las aflatoxinas presentes en el extracto cloro-

fórmico y en el extracto crudo se realizó mediante cromatografía

en capa fina (15, 150, 151, 152, 158, 341, 343, 392 ).

Como soporte se utilizaron cromatoplacas de silicagel 60, sin

indicador de fluorescencia de 20x20 y espesor de capa de 0.25

mm (Merck 5553), divididas en 20 franjas de 1 cm de anchura

y activadas por calentamiento a 110QC durante 30 minutos. Una

vez activadas, las cromatoplacas se guardan en un desecador,

pudiendo ser utilizadas cuando alcanzan la temperatura ambiente.

En una línea imaginaria situada a 4 cm de la base de las comato-

placas se depositaron dos volúmens de 6 jul, cada uno en un

punto central de una de las franjas citadas) de la solución

problema ( extracto clorofórmico o extracto crudo). En uno de

los depósitos se superpusieron además 5 jul de la solución patrón

de aflatoxinas (patrón interno). En otro punto de la línea

imaginaria se depositaron 5 jul de la solución patrón de aflato-
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xinas (patrón externo) ( 151 ).

Los depósitos de los volúmenes indicados se realizan con una

microjeringa (Hamilton).

Preparadas las cromatoplacas se trazó con un lápiz de grafito

una recta a 11 cm de la línea en la que se habían colocado

los depósitos para indicar la altura hasta la que debía llegar

el frente de solvente.

La cámara de desarrollo se preparó con 200 mi del solvente

adecuado. En este caso se ha utilizado cloroformo-acetona (180:

20 v/v), recomendado para la separación de aflatoxinas ( 15, 150,

158, 392 ).

Transcurridos 5 o 10 minutos después de preparadas las cromato-

placas se introdujeron en la cubeta, en correcta posición verti¬

cal y con la superficie del silicagel distante 3-5 cm de la

pared frontal de la cámara de desarrollo. Se tapó la cubeta

y se dejaron desarrollar las cromatoplacas en cámara insaturada

hasta que el frente del solvente alcanzó la altura indicada

(11 cm). Finalizado el proceso las cromatoplacas se secaron

al aire, en ausencia de luz.

Detección con luz ultravioleta

Una vez secas se observaron las cromatoplacas con lámpara de

luz ultravioleta a 360 nm (UV Atom-70), sobre fondo negro
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y a la distancia de unos 10 cm de las misma, detectándose la

fluorescencia típica de las micotoxinas estudiadas (15, 150, 158,

392 ).

- Aflatoxina B^ y : color azul intenso

- Aflatoxina G^y G2 : fluorescencia azul verdosa

Con el solvente utilizado el orden de aparición de las mismas,

de mayor a menor Rf es el siguiente: aflatoxina B ^ , aflatoxina

B2 , aflatoxina G^ y aflatoxina G2

Considerando el color de la fluorescencia emitido y el orden

de aparición en las cromatoplacas, se puede detectar la presen¬

cia de aflatoxinas en la muestra, comparando con las fluorescen¬

cias y el Rf de los patrones.

Confirmación

Para confirmar la presencia de afaltoxinas B * b2 ’ Gi y
G

2 se procedió a pulverizar la zona de la cromatoplaca en

la que se observaban con una solución de ácido sulfúrico-agua

1

destilada (1/3), con lo cual las cuatro aflatoxinas mostraron

fluorescencia de color amarillo intenso a 360 nm ( 15, 392 ).

Cuantificación

Para el análisis cuantitativo de las manchas consideradas posi-

tivas, después de su confirmación se ha utilizado el método
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del límite de detección descrito por Gimeno (150,151,152 ).

Este método se basa en la comparación entre el límite inferior

de aparición de la micotoxina en la mancha problema y el límite

de detección de la micotoxina patrón en las mismas condiciones,

conociendo el factor de dilución de la muestra.

Para ello se cromatografiaron cantidades decrecientes del ex-

tracto solución A (6,5,4,3,2 y 1 jul), determinándose el mínimo
volumen en el que podía aún detectarse la micotoxina tras el

desarrollo de la cromatoplaca.

La concentración de la micotoxina problema en la muestra se

determinó por la fórmula:

6
L x v x 10

de aflatoxina/l de medio de cultivo=

a x V

siendo:

L= Límite de detección de las micotoxinas expresado en ^ig

v= volumen del extracto solución A expresado en mi

a= volumen correspondiente a la última mancha visible de la mico-

toxina problema (extracto solución A) expresado en pl

V= volumen de medio de cultivo extraído expresado en mi

Si la aflatoxina era visible en todos los volúmenes cromatogra-
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fiados, se procedía a la dilución del extracto solución A,

según la siguiente pauta: 50 /il del mismo se pasaban a un mini-

vial que contenía 250 ^ul de cloroformo. De este modo se obtenía
una dilución 1/6 (extracto solución B).

Posteriormente se procedía a cromatografiar una serie de volóme-

decrecientes del extracto solución B que se desarrollaronnes

tal como se ha descrito anteriormente. Se observó cual era

el volumen correspondiente a la última mancha visible de la

micotoxina, aplicándose la fórmula citada y multiplicando el

resultado por seis, se calculaba la concentración de aflatoxinas

presente en la muestra.

Si la micotoxina seguía siendo visible en todas las manchas

se realizaba una nueva dilución y un nuevo desarrollo y así

sucesivamente, hasta conseguir determinar el volumen correspon¬

diente a la última mancha en la que se observaba la micotoxina

en estudio.

4.4.2. PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN EL MEDIO APA Y EN

EL MEDIO CAM

La metodología seguida para detectar la producción de aflatoxi-

los medios APA ( 172 ) y CAM (2-29 ) es la siguiente:ñas en

A partir de cultivos de siete días de cepas del grupo Asper-
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gillus flavus en estudio en agar extracto de malta al 2%, se

realizó la siembra por inoculación central en placas de APA

y CAM.

Transcurrido un período de incubación de 10 días a 28QC en

el caso del medio APA y de 7 días en el medio CAM, se anotaron

las características macroscópicas de las colonias desarrolladas:

diámetro (en mm), color del anverso y del reverso, presencia

de surcos radiales y/o concéntricos, abundancia de esporulación

y presencia de esclerocios.

A continuación se observaron con la lámpara de luz ultravioleta

a 360 nm sobre fondo negro, en la oscuridad y a unos 10 cm

de distancia de la fuente de luz. Con este tipo de iluminación

las cepas productoras de aflatoxinas mostraron un halo de fluo-

rescencia azul que difundía por la placa, llegando a ocuparla

por completo ( 172, 229 ).

Las cepas no productoras de aflatoxinas no mostraron fluorescen-

cia específica alguna, cuando se observaron en las condiciones

de ensayo indicadas.

Extracción de aflatoxinas de los cultivos obtenidos en APA

y CAM

Las cepas que denotaron la aparición de fluorescencia en

los medios de cultivo APA y CAM y todas aquellas cepas que

mostraron capacidad para formar aflatoxinas en el medio YES,
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aunque no mostraran fluorescencia, fueron sometidas a un proceso

de extracción de las micotoxinas elaboradas y acumuladas, si¬

guiendo la técnica descrita por Hara y cois. ( 172 ).

El contenido íntegro de cada placa de Petri (sustrato y micelio)

se pesó y fraccionó en un vaso de precipitados con 75 mi de

agua destilada, procediéndose a su homogenización durante 5

minutos. Se añadieron 25 mi de cloroformo, agitando durante

15 minutos. A continuación se filtró con ayuda del vacío y

el filtrado se pasó a un embudo de decantación. La capa cloro-

fórmica se filtró a través de sulfato sódico anhidro y se reco-

gió en un matraz. La extracción se repitió dos veces más con

25 mi de cloroformo. Los extractos clorofórmicos reunidos se

evaporaron a sequedad en rotavapor y se redisolvieron en 1

mi de cloroformo para proceder a la separación por cromatografía

en capa fina.

Separación y cuantificación de las aflatoxinas producidas en

los cultivos en APA y CAM

La separación de las aflatoxinas presentes en el extracto cloro-

fórmico se realizó por cromatografía en capa fina, siguiendo

la técnica descrita en el apartado 4.4.1.

La cuantificación se realizó por el método del límite de detec-

ción, según la pauta descrita en el apartado 4.4.1. El cálculo

de los jug de aflatoxiná/Kg de medio de cultivo, se realizó
mediante la fórmula citada anteriormente, en la que se sustituyó
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el factor V, por el peso inicial en gramos del medio de cultivo

extraído.

4.4.3. METODO PARA DETECTAR LA PRODUCCION DE MICOTO-

XIÑAS SEGUN LA TECNICA DE FILTENBORG

El método descrito por Filtenborg ( 141 ) sirve para poner

de manifiesto la producción de micotoxinas sin necesidad de

realizar ningún proceso de extracción, ya que la mayoría de

las micotoxinas son extracelulares y difunden en el medio de

cultivo.

Desarrolladas las cepas en un medio de cultivo sólido (APA.

y CAM) y con la ayuda de un sacabocados se separó un pequeño

disco de cultivo de 5 cm de diámetro, que se depositó sobre

una placa de cromatografía en capa fina, previamente activada

durante 20 minutos a 100eC.

Los discos de cultivo se levantaron con cuidado de la placa al

cabo de unos 10 segundos ( 143 ) y se procedió al desarrollo

de las cromatoplacas, siguiendo la metodología descrita en

el apartado 4.4.1.

4.4.4. METODOS BIOLOGICOS PARA DETECTAR LA CAPACIDAD

TOXIGENICA .

En el presente estudio se ha investigado la toxicidad de cepas
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del grupo Aspergillus flavus frente a larvas de Artemia salina

L. ( 52, 66, 122, 173, 295, 331, 359 ) y la capacidad de produ¬

cir sustancias inhibidoras del crecimiento de una gran diversidad

de microorganismos.

Los ensayos microbiológicos se han llevado a cabo siguiendo

diversas metodologías:

- Método de Wickerham ( 309 )

- Método de Campbell ( 72, 113 )

- Método de los discos ( 102 )

4.4.4.1.ENSAYO TOXIGENICO FRENTE A LARVAS DE ARTE-

MIA SALINA L.

El método utilizado es una modificación del descrito por

Payen y cois. ( 295 ) utilizando tres diluciones para cada cepa

fúngica. Mediante esta técnica se ha investigado el poder pato-

geno de las cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas,

tras su desarrollo en los medios de YES, CAM y APA. En el caso

del medio YES se ha ensayado la toxicidad de los metabolitos

secundarios liberados directamente al medio de cultivo (extracto

crudo, apartado 4.4.1.) y tras extracción con cloroformo y

posterior redisolución en acetonaragua (80:20) (apartado 4.4.1.).

Antes de iniciar el experimento se pesaron de 100 a 200 mg

de huevos de Artemia salina L. y se colocaron en un erlenmeyer

que contenía 100 mi de agua salada (solución estéril de NaCl
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15g/l) y se incubaron a 28QC durante 48 horas.

Con ayuda de una pipeta Pasteur se separaron las larvas de

las cáscaras de los huevos y del resto de los huevos que no

habían eclosionado y se colocaron en un tubo de hemolisis a

una concentración aproximada de 600-1000 larvas / mi.

En el caso de las cepas desarrolladas en los medios APA y CAM,

se cortó un disco del centro de la colonia con la ayuda de un

tubo de hemolisis que se colocó en el fondo del tubo, añadiendo

1 mi de acetona-agua (80:20 v/v) y procediéndose a la agitación

de los tubos. Los tubos así preparados se mantuvieron a 4QC

durante una noche y antes del inicio del ensayo se dejaron

a temperatura ambiente durante 30 minutos.

El ensayo se realizó en una placa de Terasaki ( 295 ),

una gota de agua destilada estéril en las cuatro esquinas de

la placa (50 jul) y utilizando tres cúpulas para cada extracto

acetónico. En cada una de ellas se depositaron 10 jul del di-

luyente (agua salada) y 10 jul del extracto acetónico a ensayar

en la primera cúpula. Después de homogenizar bien con la ayuda

de la micropipeta se tomaron 10 /jl de esta primera cúpula y

se añadieron a la segunda, después de homogenizar se transfi-

rieron 10 /il de la segunda cúpula a la tercera. De este modo

se estableció una gama de diluciones (razón 0.5) para cada

extracto acetónico.

colocando
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En el caso del estudio de la toxicidad de los metabolitos elabo¬

rados en el medio YES con o sin extracción, se colocan en la

primera cúpula 10 /il del medio YES o del extracto clorofórmico

evaporado y redisuelto en acetona-agua (80:20 v/v), siguiendo

el mismo proceso de diluciones ya descrito.

Se añaden 10 ^ul de la suspensión de larvas, de manera que en

cada cúpula se depositan de 6 a 10 larvas.

El control se realizó con un disco del medio APA o CAM sin

inocular en acetona-agua (80:20 v/v), medio YES estéril, o

acetona-agua (80:20 v/v) según sea la solución problema a en¬

sayar.

La lectura se realizó al cabo de 3,6 y 24 horas, observando

la presencia o ausencia de larvas muertas en cada cúpula, utili¬

zando el siguiente baremo:

0 = Todas las larvas vivas

1 = Una parte de las larvas muertas

2 = Todas las larvas muertas

De este modo el valor máximo que puede obtener un extracto

fúngico es de 18.
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4.4.4.2. ENSAYOS TOXIGENICOS FRENTE A MICROORGANIS-

MOS

Método de Wickerhara

Este método ha sido descrito por Raper y Thom (309) para poner

de manifiesto la capacidad de cepas del género Penicillium

y otros saprofitos de elaborar antibióticos.

Se basa en sembrar, siguiendo una línea vertical a modo de

secante, la cepa del grupo Aspergillus flavus en estudio en

una placa de Petri que contiene 20 mi del medio de Wickerham

(309) cuya composición se detalla en el apartado 4.7. Las placas

sembradas se incuban a 28SC durante 48 horas y transcurrido

este período de tiempo se siembran perpendicularmente a la

cepa fúngica desarrollada los microorganismos a ensayar, marcan-

do el punto de iniciación del inoculo. Seguidamente las placas

se incuban a 37QC, realizándose la lectura al cabo de 24 h.

Los microorganismos frente a los que se ha ensayado la actividad

toxigénica han sido : Escherichia coli ATCC 9637, Staphylococ-

cus aureus ATCC 9144, Bacillus subtilis ATCC 11774, Bacillus

megaterium ATCC 25848 y Candida albicans ATCC 10231

Si la cepa del grupo Aspergillus flavus ensayada es capaz de

elaborar sustancias inhibidoras del crecimiento de estas bacte¬

rias y levadura, se observa que el crecimiento empieza más

allá de la zona de inicio de la siembra. Si no se detecta creci-
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miento, la inhibición es total. Todos los ensayos se realizaron

por duplicado.

Método de Campbell

Con el fin de detectar la producción de metabolitos secundarios

activos fente a diversos microorganismos, se ha seguido el

método descrito por Campbell ( 72 ) y modificado por Dabinett

y cois. ( 113 ).

Esta técnica consiste en colocar discos de cultivo de las cepas

del grupo Aspergillus flavus en estudio, desarrolladas en los

medios APA y CAM sobre placas de Petri que contenían medio

de Tripticasa soja agar (TSA) en el que se había incluido el

microorganismos a ensayar.

Previamente se prepararon suspensiones al 0.5 de la escala

de Me Farland (225) de los microorganismos en estudio: Escheri-

chía coli ATCC 9637, Staphylococcus aureus ATCC 9144, Bacillus

subtilis ATCC 11774, Bacillus megaterium ATCC 25848 y Candida

albicans ATCC 10231, en solución salina estéril. Se inocula 1 mi

de la suspensión en tubos que contienen 24 mi de TSA a 44SC-

45QC, procediéndose a la homogenización y vertido a las placas.

Con la ayuda de un sacabocados se obtuvieron discos de 5 cm

de diámetro de las colonias de Aspergillus flavus desarrolladas

en los medios de APA y CAM durante siete días y se colocan
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en posición invertida sobre las placa de TSA.

La incubación se realizó a 37QC durante 24 horas. Transcurrido

este período de tiempo, si las cepas del grupo A. flavus, estu¬

diadas han elaborado sustancias activas, capaces de inhibir

el crecimiento de los microorganismos estudiados, aparecerán

halos de inhibición alrededor de los discos depositados.

Paralelamente se depositan discos procedentes de los medios

de cultivo sin inocular que se consideran como ensayos control.

Todas las pruebas se realizaron por duplicado.

Método de los discos

El método utilizado es el descrito por Clements (102) basado

en la inhibición del crecimiento de Bacillus megaterium produci-

da por la aflatoxina B^.

Esta técnica consiste en colocar discos de papel de filtro

impregnados con la solución problema, sobre placas de Petri

que contienen TSA en el que se han incluido los microorganismos

en ensayo.

La preparación de los inóculos sigue la metodología descrita

en el método de Campbell.

Se impregnan discos de papel de filtro Whatman n2 3 ( Whatman

Ltd.) estériles de 5 mm de diámetro con 10 jul del extracto
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cloroformice) obtenido a partir del crecimiento de las cepas

en estudio en el medio YES (apartado 4.3.1.) y del extracto

crudo obtenido del medio YES (apartado 4.3.1.). Como ensayo

control se impregnan discos de papel de filtro con medio YES

estéril y con cloroformo.

Los discos se colocan sobre las placas de TSA y se realiza

la incubación a 37QC durante 24 horas. Transcurrido este período

de tiempo si la solución problema contiene sustancias activas

capaces de inhibir el desarrollo de los microorganismos ensaya¬

dos, aparecerán halos de inhibición alrededor de los discos.

Todos los estudios se realizaron por duplicado.
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4.5. PREPARACION Y VALORACION DE LOS PATRONES DE

AFLATOXINAS

Para valorar los patrones de aflatoxinas, siguiendo la metodolo-

gía descrita por diversos autores (15,36,392) debe prepararse

una solución en cloroformo que contenga aproximadamente 10

jug de aflatoxina/ mi y posteriormente determinar el espectro

de absorción al ultravioleta entre 330 y 370 nm utilizando

como blanco cloroformo en el caso de aflatoxina B y benceno-

acetonitrilo (9:1) en el caso de las aflatoxinas B ^ >G ^ y
G

2 • En este último caso, se debe evaporar 1 mi de la solución
preparada en cloroformo y redisolverla en 1 mi de benceno-aceto-

1

nitrilo (9:1).

La concentración de aflatoxina se determina midiendo la absor-

bancia (A), a la longitud de onda de máxima absorción, más

próxima a 350 nm, utilizando la fórmula siguiente:

A x Pm x 1000

AJg de aflatoxina/ml =
E

siendo:

A = Absorbancia

Pm = Peso molecular de la aflatoxina

E = Coeficiente de extinción molar

A continuación se indican los valores de Pm y E, utilizados para
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el cálculo de la concentración de aflatoxinas en la solución pa-

trón (15, 36 ).

DisolventeAFLATOXINA Pm E

Benceno-acetonitrilo 19800312B1

20600CloroformoB1 312

314 Benceno-acetonitrilo 20900B
2

Benceno-acetonitriloG1 328 17100

18200G2 330 Benceno-acetonitrilo

Una vez valoradas las soluciones se prepara una solución de

trabajo que contenga 3 jug de aflatoxina B^/ml, 0.8 ¿ig de afla-
toxina B

^ ; 3 /ig de aflatoxina G ^/ml y 0.8 jug de aflatoxina
G 2/ml•

Todas las soluciones se conservan en viales de color ámbar

bien cerrados y en nevera a 4QC.
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4.6. CALCULO DEL LIMITE DE DETECCION DE LOS PATRONES

DE AFLATOXINAS

Para realizar el cálculo del límite de detección de los patrones

de aflatoxinas se debe preparar una solución con cada una tie

las cuatro aflatoxinas a una concentración de 0.1 jug / mi. Se

depositan sobre una cromatoplaca varios volúmenes (0.5 a 10

pl) de cada solución y se procede al desarrollo de las mismas.

Realizado el proceso se debe observar cual es el mínimo volumen

de aflatoxina que puede detectarse ( 150, 151, 152 ).
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4.7. MEDIOS DE CULTIVO, COLORANTES Y REACTIVOS

4.7.1. MEDIOS DE CULTIVO

AGAR EXTRACTO DE MALTA AL 2% (172 ),

Extracto de malta 20 g

Peptona 1 g

Glucosa 20 g

Agar 25 g

Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH a 4.5-5 y se esteriliza en autoclave a 120QC

durante 20 minutos.

AGAR GLUCOSADO DE SABOURAUD (DIFCO) (123 )

Neopeptona 10 g

40 gGlucosa

Agar 15 g

1000 miAgua destilada

El pH del medio de cultivo es de 5.6 ±0.2. Se esteriliza en au-

toclave a 120SC durante 20 minutos.

AGAR MYCOSEL (BBL)( 27 )

"Papainic digest of Soybean meal" 10.00 g

10.00Glucosa g
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Agar 15.00 8

Cicloheximida 0.40 g

Cloramfenicol 0.05 g

Agua destilada 1000.00 mi

El pH del medio de cultivo es de 6.9 í 0.2. Se esteriliza en

autoclave a 120eC durante 20 minutos.

AGAR CZAPEK-DOX (0X0ID) ( 287 )

Nitrato sódico 2.00 g

Cloruro potásico

Glicerofosfato magnésico

0.50 g

0.01 g

Sulfato de hierro 0.35 g

Sacarosa 30.00 g

15.00Agar g

1000.00 miAgua destilada

El pH del medio de cultivo es de 6.8. Se esteriliza en auto-

clave a 120QC durante 20 minutos.

AGAR PATATA GLUCOSADA (DIFCO) ( 123 )

Infusión de patatas 200.0 g

20.0Bacto-glucosa g

15.0Agar g

1000.0 miAgua destilada

El pH del medio es de 4.5-5. Se esteriliza en autoclave a
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120SC durante 20 minutos.

OAT-MEAL AGAR (DIFCO) (123 )

"Oat-meal" 60.0 g

Agar 12.5 g

Agua destilada 1000.0 mi

El pH final del medio es de 6. Se esteriliza en autoclave du-

rante 20 minutos a 120SC.

AGAR EXTRACTO DE MALTA AL 5 % (204)

Extracto de malta 50 g

Peptona 1 g

Glucosa 20 g

25 gAgar

Agua destilada 1000 mi

El pH del medio de cultivo es de 4.5-5. Se esteriliza en au-

toclave durante 20 minutos a 120QC.

AGAR GLUCOSA (376 )

Nitrato potásico 2.0 g

Sulfato magnésico ..

Fosfato monopotásico

0.5 g

1.0 g

50.0Glucosa g

20.0Agar g

1000.0 miAgua destilada
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a 120eC du-Se ajusta el pH a 5.4, se esteriliza en autoclave

rante 20 minutos.

"API 20C MEDIUM"

Sulfato amónico 5.000 g

Fosfato monopotásico

Fosfato dipotásico .

0.310 g

0.450 g

Fosfato disódico 0.920 g

Cloruro sódico 0.100 g

Cloruro cálcico 0.050 g

Sulfato magnésico 0.200 g

0.005Histidina g

Triptófano 0.020 g

0.020Metionina g

1.000Agar g

Solución de vitaminas 1.000 mi

Solución de oligoelementos 10.000 mi

1000.00 miAgua destilada c.s.p

El pH final del medio de cultivo es de 6.5-6.7

CORN MEAL AGAR (0X0ID) (287 )

Extracto de "corn meal" 2.0 g

15.0Agar g

1000.0 miAgua destilada

El pH del medio de cultivo es de 6.0. Se esteriliza en auto-
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clave a 120SC durante 20 minutos.

AGUA DE PEPTONA CON NITRATOS ( 210)

Nitrato potásico 0.2 g

Peptona 10.0 g

Cloruro sódico 5.0 g

Agua destilada 1000.0 mi

Se ajusta el pH a 7.2 y se esteriliza en autoclave a 120SC

durante 20 minutos.

MEDIO DE CULTIVO PARA ESTUDIO DE COMPUESTOS AMILOIDES EXTRACELU-

LARES (210)

Fosfato monopotásico 0.2 g

Sulfato magnésico 0.1 g

100.0 miAgua destilada

Se ajusta el pH a 4.5 y se añade glucosa al 2%. A continuación

se adiciona un volumen igual de agua con agar al 4%, se reparte

en tubos y se esteriliza a 120QC durante 20 minutos.

MEDIO YES (H5)

20 gSacarosa

2 gExtracto de levadura

100 miAgua destilada

Se ajusta el pH a 5.5 y se esteriliza en autoclave a 120QC du-
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rante 20 minutos.

MEDIO APA (172 )

Fosfato monoamónico 10.000 g

Fosfato dipotásico

Sulfato magnésico

Cloruro potásico .

1.000 g

0.500 g

0.500 g

Sulfato de hierro 0.010 g

Sacarosa 30.000 g

Cloruro de mercurio 0.136 g

"Corn steep liquor” 0.500 g

Agar 20.000 g

Agua destilada 1000.000 mi

Se disuelven por una parte las sales de mercurio, hierro y

magnesio y por otra los demás componentes salvo el agar. Así

se evita la aparición de precipitados de difícil solubilización

que se forman al disolver conjuntamente todos los ingredientes

(265 ).

Una vez disueltos se mezclan ambas fracciones y se ajusta el

pH a 5.5. con NaOH 0.1N. Se añade el agar, se calienta hasta

ebullición para su completa disolución y se distribuye en tubos

(25ml/ tubo). Los tubos se esterilizan a 120QC durante 20 minu¬

tos.

Una vez esterilizados se vierte el contenido de cada tubo en
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placas de Petri de vidrio estériles y se deja solidificar,

de esta forma todas las placas contienen la misma cantidad

de medio de cultivo.

MEDIO CAM (229)

Este medio tiene la misma composición que el medio APA, pero

el "corn steep liquor" se sustituye por 100 mi de leche de

coco preparada del siguiente modo: se homogeniza en una batidora

una parte de pulpa * de coco troceada con dos partes de agua

destilada caliente (p/v) y se filtra a través de dos capas

de gasa.

Una vez añadidos y disueltos los demás componentes excepto
*

el agar se ajusta el pH a 6.9 con NaOH 1N. Se añade el agar,

se calienta hasta ebullición para su completa disolución y

se distribuye en tubos (25ml/tubo). Los tubos se esterilizan

en autoclave a 120QC durante 15 minutos.

Una vez esterilizados, se vierte el contenido de cada tubo

a una placa de Petri de vidrio estéril y se deja solidificar.

MEDIO DE WICKERHAM ( 309 )

2.00Extracto de levadura g

3.00Peptona g

2.00Glucosa g

30.00Sacarosa g

"Corn steep liquor" 5.00 g
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Nitrato sódico 2.00 g

Fosfato dipotásico

Sulfato magnésico

Cloruro potásico .

1.00 g

0.50 g

0.20 g

0.01Sulfato de hierro g

20.00Agar g

1000.00 miAgua destilada

El pH del medio es de 7. Se esteriliza en autoclave a 120SC

durante 20 minutos.

TRIPTICASA SOJA AGAR (DIFCO) ( 123 )

15.00Bacto-triptona g

5.00Bacto-soytona g

Cloruro sódico 5.00 g

15.00Bacto- agar g

El pH del medio es de 7.3 í 0.2. Se esteriliza en autoclave

a 120QC durante 20 minutos.

4.7.2. COLORANTES Y REACTIVOS

LACT0FEN0L DE AMMAN (225)

100 miAcido láctico

100Fenol g

200 miGlicerol

100 miAgua destilada
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REACTIVOS DE GRIESS-ILLOSWAY ( 210 )

GRIESS I

8Acido sulfanílico 8

1000 miAcido acético 5N

GRIESS II

5 ga-naftilamina

1000 miAcido acético 5N

SOLUCION DE YODO (LUGOL) (225)

1Yodo g

Yoduro potásico 2 8

300 miAgua destilada
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5. RESULTADOS



5.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA

MICOFLORA ATMOSFERICA

En la TABLA nQ 7 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de los hongos filamentosos y levaduras aislados

en el estudio de la micoflora atmosférica, así como el número

de muestras de cada tipo de explotación de las que fueron aisla¬

dos.

Los microorganismos están ordenados en el TABLA, atendiendo

a la frecuencia total de aislamiento en las explotaciones estu¬

diadas.

Para una mejor interpretación de las TABLAS correspondientes

a este apartado, debe considerarse lo siguiente:

3 = CONEJO 4 = GALLINA2 = CERDO1 = VACA

6 = CABRA 7 = CABALLO 8 = PALOMA5 = OVEJA

Se ha realizado el "test" X2 ( 365 ) para comparar si existen

diferencias significativas en la frecuencia de aparición de

cada uno de los géneros aislados en las explotaciones vacunas,

porcinas, cunícolas y de gallinas.

indican los géneros que presentanEn la TABLA n2 8 se

diferencias significativas.

83



I <D
0 na

m o n -í -í vo
'O 00 C' co

• • • • •

o o -o- co m
oo r-» x x m m -or

r^h*Nr^coa\^o>(^
l^-OOCNO'OO'CT'vOOOin co o

•H a.
CNCOO>r^LT)CNCNCN

en N CN (N (N
o CO ♦H

4-1
en
CO

<DU
3

CT3
x CO O
«*¡ > 00
H cS'íoc'coocovoco

vOmmsf'tf'tfCOCSCSCSCS
O o O on oo 0 <D

o enrH
H

en
o
Een

o en
en •H

BO
4-1

co I I I I I I I I I I c en
o0

s rH
CO

0
■H T3
4-1

c
I I I I I i i i i i i i en "O

o •H
OO U
c 3
o ,n
xi •H

en .u
vO M CN M CS i i i i iiii o en

•H
o

0

CO
o
•Hces es co co co co i i es iin I l ll u«•O
'0•H
4-1o
en•rl
oU
BCO
4-1o.
COcO(J\ (J\ G\ meocors'VO'í.'íco
cO

0
ona
rH

i—1 4H
CO o
4-1 O

O X CO 00 <f Sf oco m es i CN o •H
E4-1

CO0
rH•r-)

CO
4-1 0
G na

CO C^ o o m co i co m esm m ooCN 0
oO
•H

o na
0« 3

4-1
en

c0
0 'O

COCSCOCOCOOO'í.'ívOCSCOx co r» •H •H
rH 0Ü Ü

a 0
0 a 4-1
3 0 o
O
0 0 Oh

o XO
0 fe T3 0
o
'0 i
•H 0

E4-1 •H
E 0 30

EE •rl r***0 3 Q.
EE E03 •H 0 O3 'Ü

E 30 3na •H 3•H rH U •H
E 3 •H •Ho rH xrH UrH OI

0 G0 0 u o0 X 3 na u•H O.rH g0o •rH Ü oc 0 rH •H•H 0£ 0 na •H
Ec o rH 0•H 0 !h 3 na uu Ih o U <c0 E•H 0 O0 0 Ü 4-10 na o•H na Xo0 •H0 C U Ü o X o o3 4-1 0Oh PQU rH0 3 3 o O. 43 O- <D X0 rH rH •H0 <s s w < X)<0 < OhO < O oOh < C/0 E-i

84



0'|0'VO'1CT'0'>0''CT'0'|00000000000
O'^vOvOvOvO'-OvOvOvOvOCOB'S o o o O r- si-

ONON^ONr^vOvOlOCOCNCMCMCNlCNCNCNCNCN

X
«

H I^f^f^.r^vDinmKrcOCNCNCNCNCNCNCNCNJCNj
o
H

I i I I I i I I I I I00 lili I I

I I I I I I I I I I I I I I I I II

I I I I I I Ivo I I I I I I I I I I

I I I I I Ililim lililí

e
'O
♦rl

es co | I I I I I I I I"d* CNJ CN I o
cd
d
c
•H
4.)
c
o

NT CN CN | CN CN i—I CN | | | | ICO I o

CO
o
•H
u
'tu

lililí I ICN |CNJ I I rH HH
CO
o
E
4->
CO

CO
u

I I I CN | <N I I ICN Nf CO i o

MH
o
Ü
•rl

so I
dc

e X!s e •rt
d oCOd d

eE cO CO •HCO •HCO cO cu•H •H
EE EE cO d 1-4E T3 rHo rH do •H(-4

P P d3 P •H rH •Hx 3 >■ 3 •HP CUO
E CU CO CO ocu CO CO cu •H•H P ♦H T3cu H3P. x OI

EcO d rH•H CO rHo e X) •H4-5 C
co o
G x)

o •HCO T3 p C
co oo J-> c p. o•H rHrH 4-> rHo O o

cd oo >4 o (J x 4Ho CO 5-1 xx •H 5-4CO X <c ■
s a cuX cu G o •H NX 5-4cu o T3 p>> o o

E COp (D •H COp p i—i •rlcu o >4 4-)•H •H o a.p P3
d pd o p rH X XCO p •Hp•H a> X oX 5-i p <
te< <¡ pq co CJS CO < o CJH Ph P£¡E-c COo H

85



o o o o o
co en en co en6~9

rH

hJ
<
H
O
H

I I I I I00

I 1 I I I

vO lili CN

m i i i i co

c
'O
•Hi i i i i m
O
cO
D
C
•H
4-J
C
omon i ii o

CO
O
•H
U
*0)oCN i i i i i MHCN
CO
o
£
4-J
CO

COlili uo
oCN

M-4
o
o
•H
s

iCO

o
XI MCO

co tu 4-J o
XI cOo COrH

J CO>1 P-rH •H U
OI£ Co0) e o
cHc o •H o a.

O H
H co

•H 4-J o CO
<cOu CU •H O

wu ¡h <D
PQO S>, <U §•H OI
<so PL, PL, ¡ZO H

86



CALCULADO NIVEL DE CONFIANZAGENERO

Cladosporium 8.821386 95%

7.958656 95%Alternaría

Candida 95%10.227520

12.478840 99%Mucor

Scopulariopsis 19.682540 99%

95%Aphanocladium 10.791670

TABLA n2 8 .- Relación de géneros que presentan diferencias

significativas.

En la GRAFICA n2 1 se representa la comparación entre el por-

centaje de aparición de los diez géneros aislados mayoritaria-

mente en la atmósfera de las granjas de vacas, cerdos, conejos

y gallinas.
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En la TABLA nQ 9 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de las especies aisladas en el estudio de la mico-

flora atmosférica, indicando asimismo el número de granjas

de cada especie animal en que fueron aisladas.

El orden seguido en la TABLA viene dado por la frecuencia de

aparición de los géneros aislados. Las especies se indican

por orden alfabético.

2
Se ha realizado el "test" X (355) para comparar si existen dife-

rencias significativas en la frecuencia de aparición de cada

una de las especies aisladas en las explotaciones de vacas,

cerdos, conejos y gallinas.

En la TABLA nQ 10 se indican las especies que presentan diferen¬

cias significativas.
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xCalculadoespecie NIVEL DE CONFIANZA

Aspergillus flavus 10.39272 95%

18.67942 99%Aspergillus tubingensis

Cladosporium cladosporioides 11.26526 95%

Candida famata 8.01607 95%

99%Mucor racemosus 12.15278

Scopulariopsis brevicaulis 99%13.94869

Scopulariopsis candida 99%12.15278

TABLA nQ 10 .- Relación de especies que presentan diferencias

significativas.
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5.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA

MICOFLORA PRESENTE EN EL PELO O PLUMAS DE LOS

ANIMALES

En la TABLA nQ 11 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de los hongos filamentosos y levaduras aislados

en el estudio de la micoflora presente en el pelo o plumas,

así como el número de muestras de cada especie animal de las

que fueron aislados.

Los microorganismos están ordenados en la TABLA, atendiendo

a la frecuencia total de aislamiento en las explotaciones estu¬

diadas.

Para una mejor interpretación de las TABLAS correspondientes

a este apartado, debe considerarse los siguiente:

1 = VACA 2 = CERDO 3 = CONEJO 4 = GALLINA

6 = CABRA 7 = CABALLO5 = OVEJA 8 = PALOMA

Se ha realizado el "test” X2 (355) para comparar si existen

diferencias significativas en la frecuencia de aparición de

cada uno de los géneros aislados en las muestras de vaca,

cerdo y conejo y en las plumas de gallina, estudiadas.

En la TABLA nQ 12 se indica el único género que presentó dife¬

rencias significativas.
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x2 CALCULADOGENERO NIVEL DE CONFIANZA

*

99%12.15278Penicilliura

TABLA nQ 12 Relación de géneros que presentan diferencias sig-

nificativas.

se representa la comparación entre el por-

centaje de aparición de los diez géneros aislados mayoritaria-

En la GRAFICA ns 2

mente en el pelo de vaca, cerdo y conejo y plumas de gallina.
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En la TABLA na 13 se detalla la frecuencia total de aparición

de las especies aisladas en el estudio de la micoflora presente

en el pelo o plumas, indicando asimismo el número de muestras

de cada especie animal de las que fueron aisladas.

El orden seguido en la TABLA viene dado por la frecuencia de

aparición de los géneros aislados. Las especies se indican

por orden alfabético.

Se ha realizado el "test" X2 (355 ) para comparar si existen

diferencias significativas en la frecuencia de aparición de

cada una de las especies aisladas en el pelo de vaca, cerdo

y conejo y plumas de gallina.

En la TABLA n214 se indican las especies que presentan diferen¬

cias significativas.
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5.3. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA

MICOFLORA PRESENTE EN PIENSOS, FORRAJES Y ENSI-

LADOS

5.3.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE

LA MICOFLORA PRESENTE EN PIENSOS

En la TABLA nQ 15 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de los hongos filamentosos y levaduras aislados

en el estudio de la micoflora de piensos compuestos, así como

el número de muestras de cada tipo de explotación de las que

fueron aislados.

Los microorganismos están ordenados en la TABLA, atendiendo

a la frecuencia total de aislamiento en las explotaciones estu¬

diadas.

Para una mejor interpretación de las TABLAS correspondientes

a este apartado, debe considerarse lo siguiente:

3 = CONEJO 4 = GALLINA1 = VACA 2 = CERDO

7 = CABALLO 8 = PALOMA6 = CABRA5 = OVEJA

Se ha realizado el "test" X2 (355 ) para comparar si existen

diferencias significativas en la frecuencia de aparición de

cada uno de los géneros aislados en las muestras de pienso

compuesto de vacas, cerdos, conejos y gallinas.
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En la TABLA nQ 16 se indican los géneros que presentan diferen-

cias significativas.

X2CALCULADO NIVEL DE CONFIANZAGENERO

99%Fusarium 18.28307

99%16.05080Candida

99%12.20211Aphanocladium

.- Relación de géneros que presentan diferencias sig-TABLA n2 16

nificativas.

En la GRAFICA n2 3 se representa la comparación entre el por-

centaje de aparición de los diez géneros aislados mayoritaria-

mente en los piensos compuestos destinados a la alimentación

de vacas, cerdos, conejos y gallinas, estudiados.
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En la TABLA n9 17 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de las especies aisladas en el estudio de la mico-

flora de los piensos compuestos destinados a los animales en

estudio, así como el número de muestras destinadas a cada espé-

cié animal del que fueron aisladas.

El orden seguido en la TABLA viene dado por la frecuencia de

aparición de los géneros aislados. Las especies se indican

por orden alfabético.

x2Se ha realizado el "test" (355) para comparar si existen

diferencias significativas en la frecuencia de aparición de

cada una de las especies aisladas en las explotaciones de vacas,

cerdos, conejos y gallinas.

En la TABLA ns 18 se indican las especies que presentan diferen¬

cias significativas.
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X2 CALCULADO NIVEL DE CONFIANZAESPECIE

8.36497 95%Penicillium chrysogenum

13.54353 99%Penicillium corylophilum

95%Penicillium viridicatum 11.08433

99%Fusarium oxysporum 18.28307

14.95444 99%Candida famata

99%12.20211Aphanocladium álbum

TABLA nQ 18 Relación de especies que presentan diferencias

significativas.

En las TABLAS núms. 19 a 22 se recogen los resultados corres-

pondientes al número de UFC/g de las setenta y cinco muestras

de pienso compuesto estudiadas, distribuidas en función de

la especie animal a la que iban destinados, así como su trans-

formación en logaritmo decimal para proceder a su análisis.

En la GRAFICA ns 4 se representa la media de los logaritmos

del número de UFC/g de pienso compuesto, de las muestras desti-

nadas a vacas, cerdos, conejos y gallinas estudiados. En este

caso, se ha realizado el análisis de la varianza para comparar

si existían diferencias significativas en el contenido fúngico

de los piensos destinados a las cuatro especies animales consi¬

deradas (355).

En la TABLA nQ 23 se observa la distribución de los recuentos

efectuados (log UFC/g) en los piensos compuestos estudiados.
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log UFC/g log UFC/gUFC/g UFC/gNQ GRANJA N9 GRANJA

4 45.362

5.845

5.914

5.857

5.531

7.613

5.114

5.230

5.146

5.196

6.225

4.580

5.462

4.544

4.398

4.380

4.863

4.462

3.477

11 5.431

4.301

8.167

8.083

7.792

7.881

7.398

5.568

5.176

5.707

4.954

4.748

5.462

4.505

4.681

6.439

6.477

3.518

4.415

6.243

23 x 10 27 x 102
4 4

14 70 x 10 10 2 x 10
4 6147 x 1015 82 x.,10 18

64
24 121 x

62 x

1072 x 10

34 x 104
41 x 106
13 x 104

19
6

1029 21
6

76 x 1031 22
6

25 x 1038 23
44

41 37 x 103317 x 10

14 x 104 4
42 1034 15 x

43
56 36 51 x 10157 x 10

168 x 104 4
62 1037 9 x

33
56 x67 48 1038 x 10

44
29 x 104973 29 x 10

33
32 x 1076 5035 x 10

33
48 x 105177 25 x 10

24 x 103
73 x 103
29 x 103
3 x 103

4
275 x 1079 52

4
300 x 1080 53

2
33 x 105481

3
26 x 105582

4
175 x 1059

n - 19

X = 5.221

= 0.888

n = 20CERDOVACA
O . X = 5.847

= 1.405
n-1

a
' n-1

Resultados correspondientes al número de UFC/g de pienso

compuesto destinado a la alimentación de vacas y cerdos.

TABLA n9 19
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UFC/g log UFC/g UFC/g log UFC/gNs GRANJA N2 GRANJA

4 4
16 68 x 10

97 x 103
32 x 104
47 x 103
13 x 102

5.832

4.987

5.505

4.672

3.114

4.892

3.845

4.763

4.176

4.362

3.000

3.301

4.000

2.477

3.845

4 5.699

4.699

5.176

5.342

6.845

7.732

5.663

4.699

5.041

8.290

5.623

4.623

50 x 10
4

20 6 5 x 10
4

28 7 15 x 10
4

39 22 x 108
6

43 25 7 x 10
3 6

44 54 x 10

46 x 104
78 x 10 30

3
45 7 x 10 35

43
63 4058 x 10 5 x 10

43
68 46 11 x 1015 x 10

63
69 23 x 10 57 195 x 10

42 x 104
42 x 103
41 x 104

2
6170 10 x 10

2
6471 20 x 10

3
6572 10 x 10 5.613

5.505

6.260

42
74 66 32 x 103 x 10

43
78 182 x 1075 7 x 10

n = 15

X = 5.787

n = 15

X = 4.185 GALLINACONEJO
° = 1.082o ,= 0.953

n-1 n-1

Resultados correspondientes al número de UFC/g de pienso

compuesto, destinado a la alimentación de conejos y de
gallinas.

TABLA n2 20
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UFC/gNQ GRANJA log UFC/g

10 x 104
247 x 104
29 x 103

32 5.000

6.393

4.462

58

60

n = 3

OVEJA X = 5.285

0 = 0.996
n-1

TABLA ns 21.- Resultados correspondientes al nQ de UFC/g de

pienso compuesto destinado a la alimentación
de ovejas.

UFC/g log UFC/gESPECIE ANIMAL N2 GRANJA

4
26CABRA 21 x 10 5.322

4
CABALLO 17 80 x 10

16 x 104
5.903

5.204PALOMA 27

TABLA n2 22 Resultados correspondientes al n2 de UFC/g de

pienso destinado a la alimentación de cabras,
caballos y palomas.
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log
UFC/g -

6-

5-

4-

3-

2-

1-

V C Co G

GRAFICA nQ 4 Comparación entre el valor medio del log UFC/g
de pienso destinado a vacas (V), cerdos (C),

conejos (Co) y gallinas (G). Análisis de la
varianza p= 0.0002. Diferencias significati-

vas, nivel de confianza 99%.

log UFC/g VACA CERDO CONEJO GALLINA TOTAL

< 2.501

2.501 - 3.500

3.501 - 4.500

4.501 - 5.500

5.501 - 6.500

6.501 - 7.500

> 7.500

1 1

1 3 4

3 3 5 11

9 47 6 26

5 2 65 18

1 1 2

1 4 2 7

TOTAL 19 20 15 6915

TABLA nQ 23 .- Distribución de los recuentos efectuados (log UFC/g)
en los piensos compuestos estudiados.
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5.3.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE

LA MICOFLORA PRESENTE EN FORRAJES

En la TABLA nQ 24 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de los hongos filamentosos y levaduras aislados

en el estudio de la micoflora de los forrajes investigados,

así como el número de muestras de cada tipo de explotación

de las que fueron aislados.

Los microorganismos están ordenados en la TABLA, atendiendo

a la frecuencia total de aislamiento en las explotaciones estu¬

diadas.

Dado el bajo número de muestras de forraje estudiadas no se

ha realizado tratamiento estadístico de los resultados.
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En la TABLA n9 25 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de las especies aisladas en el estudio de la mico-

flora de los forrajes, así como el número de muestras destinadas

a cada especie animal del que fueron aisladas.

El orden seguido en la TABLA viene dado por la frecuencia de

aparición de los géneros aislados. Las especies se indican

por orden alfabético.

Dado el bajo número de muestras de forraje estudiadas, no se

ha realizado tratamiento estadístico de los resultados.

En la TABLA nQ 26 se recogen los resultados correspondientes

al número de UFC/g de las seis muestras de forraje estudiadas,

según la especie animal a la que iban destinadas, así como

su transformación en logaritmo decimal.
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UFC/gN9 GRANJA log UFC/g

41 39 x 10

65 x 103
14 x 104

5.591

4.813

5.146

8.243

11

24
6

29 175 x 10

n = 4

X = 5.948VACA
a = 1.563
n-1

UFC/g log UFC/gN9 GRANJA• ESPECIE ANIMAL

4
6.41047 257 x 10CABRA

4
5.30120 x 1017CABALLO

Resultados correspondientes al número de
UFC/g de forraje destinado a la alimenta-
ción de vacas, cabras y caballos.

TABLA n9 26
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5.3.3 RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE

LA MICOFLORA PRESENTE EN ENSILADOS

En las TABLAS núms. 27 y 28 se detalla la frecuencia y el porcenta-

je total de aparición de los géneros y especies aislados de las

tres muestras de ensilado destinadas al consumo del ganado

vacuno estudiadas.

El orden seguido en la TABLA viene dado por la frecuencia de

aislamiento.

Dado que todas las muestras estudiadas pertenecen a una única

especie animal no se ha podido establecer ninguna comparación de

resultados.

En la TABLA na 29 se recogen los resultados correspondientes al

número de UFC/g de muestra de ensilado estudiado y su transfor-

mación logarítmica.
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VACA %

Geotrichum 3 100.00

66.67Candida 2

Absidia 1 33.33

Aspergillus 1 33.33

Ns TOTAL DE
MUESTRAS

3

TABLA nQ 27 Frecuencia y porcentaje de aparición de

géneros aislados de muestras de ensila-

dos.

%VACA

3Geotrichum candidum 100.00

66.672Candida lusitaniae

1 33.33Absidia corymbifera

33.331Aspergillus fumigatus

Ns TOTAL DE MUESTRAS 3

Frecuencia y porcentaje de aparición de

especies aisladas de muestras de ensila-
dos.

TABLA n9 28

133



UFC/g log UFC/gNQ GRANJA

6
7.72424 53 x 10

6
41 300 x 10 8.477

642 32 x 10 7.505

n = 3

X = 7.902

°n-l
VACA

= 0.510

TABLA nQ 29 .- Resultados correspondientes al nQ
de UFC/g de ensilado destinado a

la alimentación de vacas.
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5.4. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA MICOFLORA

PRESENTE EN LAS MUESTRAS DE SUELOS

5.4.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE

LA MICOFLORA TOTAL

En la TABLA nQ30 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de los hongos filamentosos y levaduras aislados

en el estudio de la micoflora presente en las muestras de sue-

los, así como el número de muestras de cada tipo de explotación

de las que fueron aisladas.

Los microorganismos están ordenados en la TABLA, atendiendo

a la frecuencia total de aislamiento en las explotaciones estu¬

diadas.

Para una mejor interpretación de las TABLAS correspondientes

a este apartado, debe considerarse lo siguiente:

2 = CERDO 3 = CONEJO 4 = GALLINA1 = VACA

6 = CABRA 7 = CABALLO 8 = PALOMA5 = OVEJA

Se ha realizado el "test" x2 ( 355 ) para comparar la frecuencia

de aparición de cada uno de los géneros aislados en las muestras

de tierra de explotaciones de vacas, cerdos, conejos y gallinas,

observándose que no existen diferencias significativas.
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En la GRAFICA nQ 5 se representa la comparación entre el

porcentaje de aparición de los diez géneros aislados mayo-

ritariamente en las muestras de suelos analizados.
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En la TABLA nQ 31 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de las especies aisladas en el estudio de las

muestras de suelos estudiadas, así como el número de muestras

de cada explotación de las que fueron aisladas.

El orden seguido en la TABLA viene dado por la frecuencia de

aparición de los géneros aislados. Las especies se indican

por orden alfabético.

2
Se ha realizado el "test" X (355) para comparar la frecuencia

de aparición de cada una de las especies aisladas en las mués-

tras de suelos de explotaciones de vacas, cerdos, conejos y

gallinas, observándose que no existen diferencias significati¬

vas.
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En las TABLAS números 32 y 33 se recogen los resultados corres-

pondientes al número de UFC/g. de las cuarenta y una muestras

de tierra estudiadas, distribuidas en función del tipo de expío-

tación del que procedían, así como su transformación en logarit-

mo decimal para proceder a su análisis.

En la GRAFICA ns 6 se representa la media de los logarirmos

del número de UFC/g de las muestras procedentes de las explota-

ciones de vaca, cerdo, conejo y gallina estudiadas. En este

caso, se ha realizado el análisis de la varianza para comparar

los valores de micoflora total presentes en las muestras proce¬

dentes de las cuatro explotaciones, observándose que no existían

diferencias significativas.

En la TABLA n9 34 se observa la distribución de los recuentos

efectuados (log UFC/g) en las muestras de suelos de explotado-

nes de vacas, cerdos, conejos y gallinas, estudiadas.
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UFC/gNQ GRANJA log UFC/g UFC/g log UFC/gNQ GRANJA

7 61 277 x 10 9.442

6.477

8.041

8.029

6.477

6.114

6.477

6.602

7.079

7.778

7.322

4 6.699

9.477

6.845

6.778

6.301

9.616

7.362

9.097

6.699

10.477

8.477

9.408

8.342

6.699

7.681

5 x 10
6 7

11 3 x 10 6 300 x 10
6 6

14 110 x 10 7 7 x 10
6 615 107 x 10 6 x 108
6 624 3 x 10 25 2 x 10
5 7

29 413 x 1013 x 10 30
6 6

38 3 x 10

4 x 106
12 x 106
60 x 106

35 23 x 10
7

41 40 125 x 10
6

42 46 5 x 10
9

56 57 30 x 10
66

6167 21 x 10 300 x 10
7

64 256 x 10
6

65 220 x 10
n = 11 6

66 5 x 10

48 x 106
VACA X = 7.258

78
a .= 0.993
n-1

n = 15

GALLINA X = 7.997

= 1.356an-l

TABLA nQ 32.- Resultados correspondientes al número de UFC/g de suelo pro-

cedente de explotaciones de vacas y gallinas.
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UFC/g log UFC/g UFC/g log UFC/gN2 GRANJA N2 GRANJA

6 62 24 x 10

25 x 106
49 x 106

7.380

7.398

7.690

16 69 x 10

40 x 107
7.839

8.602

5.491

8.297

7.041

5.176

34 28
4

55 44 31 x 10
6

63 198 x 10
6

n = 3

X = 7.489

68 11 x 10

15 x 10469CERDO
O = 0.174
n-1

n = 6

X = 7.074CONEJO
°

= 1.451n-1

UFC/g log UFC/g UFC/g log UFC/gN2 GRANJA N2 GRANJA

4 6
58 58 x 10 5.763

5.041

26 6.845

5.398

7 x 10
4 4

60 4711 x 10 25 x 10

n = 2

X = 5.402

n = 2

X = 6.121OVEJA CABRA

0 = 0.510 O 1= 1.023n-1n-1

UFC/g log UFC/gESPECIE ANIMAL N2 GRANJA

6
CABALLO 60 x 1017 7.778

7
PALOMA 8.54427 35 x 10

TABLA n2 33 .- Resultados correspondientes al número de UFC/g de suelo pro-

cedente de explotaciones de cerdos, conejos, ovejas, cabras
caballo y palomas. '
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log
UFC/g

8-

7-'

6-

5-

4-

3-

2-

1-

V C Co G

GRAFICA ns 6 Comparación entre el valor medio del log UFC/g
de suelos procedentes de explotaciones de va-

cas (V), cerdos (C), conejos (Co) y gallinas

(G).

log UFC/g VACA CERDO CONEJO GALLINA TOTAL

< 5.501

5.501 - 6.500

6.501 - 7.500

7.501 - 8.500

8.501 - 9.500

> 9.500

2 2

4 1 5

63 2 1 12

3 1 2 3 9

31 1 5

2 2

611 3 15 35TOTAL

Distribución de los recuentos efectuados (log UFC/g)
en las muestras de suelos estudiados.

TABLA nQ 34
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5.4.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE

HONGOS QUERATINOFILICOS

se exponen el número y porcentaje de muestras

de suelos procedentes de cada explotación animal estudiada,

en las que se aislaron hongos queratinofílicos siguiendo la

técnica de Vanbreuseghem ( 371).

En la TABLA na

En la TABLA nQ36 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de hongos miceliares y levaduras aislados en el

estudio de los hongos queratinofílicos del suelo, así como

el número de muestras de cada tipo de explotación de que fueron

aislados.

Los microorganismos están ordenados en la TABLA, atendiendo

a la frecuencia de aislamiento en las muestras estudiadas.

Para una mejor interpretación de las TABLAS correspondientes

a este apartado, debe considerarse lo siguiente:

4 = GALLINA1 = VACA 2 = CERDO 3 = CONEJO

7 = CABALLO 8 = PALOMA6 = CABRA5 = OVEJA

2
"test" X (355 ) para comparar la frecuencia

de aparición de cada uno de los géneros aislados en las muestras

Se ha realizado el

de tierra de explotaciones de vacas, cerdos, conejos y gallinas,

observándose que no existen diferencias significativas.
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ESPECIE ANIMAL % MUESTRAS POSITIVASNs MUESTRAS POSITIVAS

VACA 5 45.4

CERDO 66.72

CONEJO 4 66.7

GALLINA 9 60.0

OVEJA 1 50.0

CABRA

CABALLO 1 100.0

PALOMA 1 100.0

N2 TOTAL DE
MUESTRAS DE
SUELO ESTU-
DIADAS: 41

56.123

Número y porcentaje de muestras de suelo

cedentes de cada tipo de explotación en las que

se aislaron hongos queratinofílicos.

TABLA n2 35 pro-
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se representa la comparación entre el por-

centaje de aparición de los siete géneros aislados mayoritaria-

En la GRAFICA n2 7

mente en las muestras de suelos analizadas.

153



to I
CO O -H
O rH rH
-a ai
3 3 3
rH CO 00

m

Oví

X

'l
co
•H 3 >%
3 H)

CQ CQ CO
O CO
H U
0) 4-) CO
C CO o
*0) CU *■“>
00 3 0)

g e

S
H-

X

3 o
x 3 o
(0 T3
•H
co G

<D CN5<5 M X!
O 00ccii
>h cu en

CO o
<u 3 -o
-o a; s-i

ÍH cu
d x u
'O s

I oI

<3I I

S¿ I

<

cc
cd•Hi o >E •H

i i— 3 cu
3 XI <c
Oh CQi

i
co cd co

o o
I

I

s cu cd•HI

X 3 >
-J O

flj s0> <D
•P T3o

coi
2 x 3 enI
a_ c aji

3 c

5 0 3 0
X X -H
0 3 0
Oh Cd Cd§X

•H 4-J
g rH T3 O

0) 0) rH
G cu

I
I

i 3 XI

±k.
I 0 3 3

X X
3 3 3
3 3 T3

G
3 3 3
*0 -H <D
•H O X
0 3 3
3X3
U 'rl 3 >í
3 0 3
3. O O
G >-> o en
0 3 0 3
C_> G O- 3

3l

\¡ 8
Si
Si
£I

I
I 5I

X t
er

^x en

8
Sí

T i i

II
I

I
iV.

O
I

un r-Ix
x

OIQ. O QC O U Z < -) ÜJ
C

<
o
hH
Cu
<
Pí
O

154



En la TABLA ns 37 se detalla la frecuencia y porcentaje total

de aparición de las especies de hongos queratinofílicos aisladas

en las muestras de suelo estudiadas, así como el número de

muestras de cada explotación de las que fueron aisladas.

El orden seguido en la TABLA, viene dado por la frecuencia

de aparición de los géneros aislados. Las especies se indican

por orden alfabético.

Se ha realizado el "test” X2 (355) para comparar la frecuencia

de aparición de cada una de las especies de hongos queratinofí-

licos aisladas de las muestras de suelos de explotaciones de

vacas, cerdos, conejos y gallinas, observándose que no existen

diferencias significativas.
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Micoflora atmosférica. Crecimiento observado en una placa de Petri

(agar extracto de malta al 2%) tras un periodo de incubación de 7
días a 28SC

Desarrollo de hongos queratinofílicos sobre crin de caballo

(Técnica de Vanbreuseghem)



5.5. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA

MICOFLORA TOTAL PRESENTE EN EL HABITAT DE LOS

ANIMALES SANOS

se resumen los géneros aislados en las

setenta y siete explotaciones estudiadas distribuidas en cuatro

En la TABLA ne 38

hábitats: aire, animal, alimento y suelo.

Dado el bajo número de muestras de forraje y ensilado investi¬

gadas se ha considerado oportuno agruparlas bajo la denomina-

ción de "alimento" junto con los piensos.

En la columna relativa a "animal" se incluyen los resultados

obtenidos conjuntamente en el estudio de la micoflora presente

en el pelo y plumas de todos los animales estudiados.

Con el fin de observar si existen diferencias significativas

en la frecuencia de aislamiento de los distintos géneros según

los hábitats, se ha realizado el "test" de X2 (355).
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ANIMAL ALIMENTO SUELOAIRE

Absidia 26.0 29.9 15.5 17.1

Acremonium 13.0 5.2 17.8 9.7

** Alternaría 63.6 26.0 15.5 14.6

Ampulliferina 1.2

## Aphanocladium 27.3 7.8 25.0 9.7

Arthrinium 3.9 3.9 1.2

Arthroderma 2.6 2.6

** Aspergillus 70.1 54.5 75.0 51.2

Aureobasidium 2.6 4.8 4.9

Botrytis 2.6

## Candida 55.8 13.0 40.5 51.2

Chaetomium 1.3 2.4

*# Chrysosporium 9.1 21.9

Circinella 1.3 1.3 1.2 2.4

## Cladosporium 64.9 7.8 11.9 12.2

Cylindrocarpon 4.9

Doratomyces 1.3

2.6Drechslera 1.2

Emericellopsis 1.2

Epicoccum 22.1 2.6 1.2 2.4

TABLA nQ 38.- Distribución de los géneros áislados en las 77

explotaciones estudiadas. Diferencias signifi-

cativas: * Nivel de confianza 95%, * * Nivel de

confianza 99%
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SUELOAIRE ANIMAL ALIMENTO

*# Fusarium 33.8 10.4 9.739.3

Geotrichum 21.911.7 5.2 10.7

Gilmaniella 4.92.6 1.2

Gliocladiura 2.6 2.4 2.42.6

Humicola 2.6

Microascus 2.4

Microsporum 12.2

** Mucor 42.8 36.4 12.217.8

Myceliophthora 4.91.3

Mycogone 2.4

Paecilomyces 6.5 2.6 3.6 2.4

** Penicillium 42.8 85.7 87.880.5

Periconia 1.3

Phoraa 10.4 1.3 1.2

Pleospora 1.3

2.6* Rhizopus 5.2 15.5 7.3

6.5 4.97.1Rhodotorula

Sepedonium 7.8

10.4 3.6 48.8*# Scopulariopsis 29.9

3.65.2 1.3Scytalidium

2.42.6Staphylotrichum

2.4 4.92.69.1Trichoderma

4.9Trichophyton

2.6Trichotheciura 9.1 1.2 4.9

TABLA ns 38.- (continuación)
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SUELOAIRE ANIMAL ALIMENTO

Tritirachium 1.2

#* Ulocladium 13.0 2.6 1.2

#* Mic. est. dematiáceo 51.9 14.3 10.7 12.2

Mic. est. hialino 2.6 4.99.1 1.2

NQ TOTAL DE MUESTRAS 77 84 4177

TABLA n9 38.- (continuación)
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consideróPara cada grupo de explotaciones estudiadas,

de interés destacar aquellas especies aisladas de los diversos

hábitats, indicando asimismo para cada explotación las que

se

se aislaron como mínimo en dos de los hábitats estudiados.5.5.1.EXPLOTACIONES VACUNAS

En la TABLA nQ 39 se resume la distribución de cada una de

las especies aisladas en los diversos hábitats, indicando

el número de la explotación en que se detectaron.

En las TABLAS núms. 40 a 58 se indican aquellas especies

que se aislaron como mínimo en dos de los hábitats muestreados

de cada explotación.5.5.2.EXPLOTACIONES PORCINAS

En la TABLA ne 59 se resume la distribución de cada una de

las especies aisladas en los diversos hábitats, indicando

el número de la explotación en que se detectaron.

En las TABLAS núms. 60 a 79 se indican aquellas especies

que se aislaron como mínimo en dos de los hábitats muestreados

de cada explotación.5.5.3.EXPLOTACIONES CUNICOLAS

En la TABLA nQ 80 se resume la distribución de cada una de las
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especies aisladas en los diversos hábitats, indicando el número

de la explotación en que se detectaron.

En las TABLAS núms. 81 a 94 se indican aquellas especies que

se aislaron como mínimo en dos de los hábitats muestreados de ca¬

da explotación.

5.5.4. EXPLOTACIONES AVIARES

En la TABLA ns 95 se resume la distribución de cada una de las

especies aisladas en los diversos hábitats, indicando el número

de la explotación en que se detectaron.

En las TABLAS núms. 96 a 110 se indican aquellas especies que

se aislaron como mínimo en dos de los hábitats muestreados de ca¬

da explotación.

5.5.5. EXPLOTACIONES DE OVEJAS

En la TABLA nQ 111 se resume la distribución de cada una de las

especies aisladas en los diversos hábitats, indicando el número

de la explotación en que se detectaron.

En las TABLAS núms.112 a 114 se indican aquellas especies que

se aislaron como mínimo en dos de los hábitats muestreados de

cada explotación.
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5.5.6.EXPLOTACIONES DE CABRAS

En la TABLA nQ 115 se resume la distribución de cada una de las

especies aisladas en los diversos hábitats, indicando el número

de la explotación en que se detectaron.

En las TABLAS núms. 116 y 117 se indican aquellas especies que

se aislaron como mínimo en dos de los hábitats muestreados de ca-

da explotación.5.5.7.EXPLOTACION DE CABALLOS

En la TABLA ns 118 se resume la distribución de cada una de las

especies aisladas en los diversos hábitats estudiados.

En la TABLA nQ119 se indican aquellas especies que se aislaron

como mínimo en dos de los hábitats muestreados .5.5.8.EXPLOTACION DE PALOMAS

En la TABLA ns 120 se resume la distribución de cada una de las

especies aisladas en los diversos hábitats estudiados.

En la TABLA ns 121 se indican aquellas especies que se aislaron .

como mínimo en dos de los hábitats muestreados.
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ESPECIES AIRE PELO FORRAJE TIERRA

Alternaría alternata x x X

Aspergillus fumigatus

Aspergillus tubingensis

Mucor plumbeus

Penicillium chrysogenum

x x X

X X

X X

X X X

Tabla n2 40 Relación de especies aisladas como mínimo en dos
de los hábitats estudiados en la explotación va-

cuna n2 1.

TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO FORRAJE Mic.T. Quer.

Absidia corymbifera x x X

Alternaría alternata x x

Aspergillus awamori x x

Aspergillus fumigatus

Penicillium chrysogenum

Penicillium frequentans

Penicillium viridicatum

x x X

X X X X

X X

X X

Tabla n2 41 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de
los hábitats estudiados en la explotación vacuna n2ll.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO TIERRA

Absidia corymbifera x x

Aspergillus flavus x XX

Aspergillus fumigatus xX X X

Candida famata x x

Penicillium viridicatum x x

Rhizopus stolonifer x X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de
los hábitats estudiados en la explotación vacuna n214.

Tabla n2 42

174



ESPECIES AIRE PELO PIENSO TIERRA

Aspergillus fumigatus

Aspergillus tubingensis

x X X X

X X

Mucor racemosus x X X

Penicillium viridicatum x X

Tabla ne 43 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los

hábitats estudiados en la explotación vacuna ne 15.

TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO FORR. ENS. Mic.T. Querat.

Absidia corymbifera x x

Aspergillus fumigatus x XX X

Mucor racemosus x X

Penicillium chrysogenum

Penicillium frequentans

x x

X X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna ne 24.

Tabla ne 44

TIERRA
AIRE PELO PIENSO FORRAJE Mic.T. Quer.ESPECIES

Alternaria alternata xx X X

Aspergillus chevalieri x X

Aspergillus flavus xX

Aspergillus tubingensis x X

Mucor racemosus x X

Tabla ns 45 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna nQ 29.
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TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Aphanocladium álbum x x

Fusarium oxysporum x X

Mucor racemosus x X

Penicillium chrysogenum xXX

Tabla ne 46 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna ne 38.

TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO ENS. Mic.T. Querat.

Aspergillus fumigatus x X

Candida lusitaniae xx X

Geotrichum candidum x xX X

Mucor circinelloides x X

Trichoderma viride x xX

Tabla ns 47 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna ns 41.

AIRE PELO PIENSO ENS. TIERRAESPECIES

Absidia corymbifera

Aspergillus fumigatus

Aspergillus speluneus

Aspergillus terreus

Aspergillus tubingensis

Geotrichum candidum

xx X

XX

XX

XX

XX

X X

Penicillium implicatum xX

Penicillium martensii xX

Tabla ne 48 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna ns 42.
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO TIERRA

Absidia corymbifera x x

Alternaría alternata x x

Aspergillus tubingensis x X X

Candida faraata x x

Fusarium oxysporum x X

Penicillium viridicatum x X X

Tabla ns 49 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna nQ 56.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Alternaría alternata x x

Aphanocladium álbum x x

Aspergillus terrícola

Aspergillus versicolor

Cladosporium cladosporioides

x X

X X

X X

Fusarium oxysporum x X

Penicillium viridicatum x X

Tabla n2 50 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n2 62.

AIRE PELO PIENSO TIERRAESPECIES

Absidia corymbifera xx

Acremonium strictum xX

Alternaría alternata x xX

Mucor hiemalis x X

Penicillium viridicatum xX

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n2 67.

Tabla n2 51
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Absidia corymbifera x x X

Aspergillus amstelodami x X

Candida famata x x

Penicillium palitans

Scopulariopsis candida

x X

X X

Tabla ns 52 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna nQ 73.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus awamori x x

Penicillium martensii x x

Tabla nQ 53 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n2 76.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Mucor plumbeus x X

Tabla n2 54 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n2 77.

PIENSOPELOAIREESPECIES

Alternarla alternata xx

Candida famata xx

Cladosporium herbarum xx

Fusarium oxysporum x X

Penicillium martensii xx

Tabla n2 55 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n2 79.
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Mucor plumbeus x X

Tabla nQ 56 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna nQ 80.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Absidia corymbifera x x X

Aspergillus fumigatus

Aspergillus parasiticus

Aspergillus terreus

x x

XX

X X

Fusarium oxysporum x X

Mucor plumbeus xX

Tabla nQ 57 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n9 81.

PIENSOPELOESPECIES AIRE

Alternaria alternata x x

Gliocladium catenulatum xx

Ulocladium consortiale xX

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación vacuna n9 82.

Tabla n9 58
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TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Aphanocladium álbum x x

Aspergillus candidus x X

Aspergillus flavus x X

Aspergillus fumigatus

Fusarium oxysporum

Mucor racemosus

x X X

X X

X X

Penicillium chrysogenum x X X X

Tabla n9 60 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina ne 2.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aphanocladium álbum x x

Aspergillus chevalieri x X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina ns 10.

Tabla n9 61

PELO PIENSOESPECIE AIRE

Absidia corymbifera

Aspergillus flavus

xX

XX

Aspergillus fumigatus

Rhizopus stolonifer

xX

XX

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 18.

Tabla n9 62
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus flavus x X

Aspergillus fumigatus

Penicillium variabile

x x X

X X

Tabla nQ 63 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 19.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus flavus x X X

Aspergillus fumigatus

Aspergillus tubingensis

x X

X X

Mucor racemosus x X

Tabla n9 64 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 21.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aphanocladium álbum x x

Aspergillus candidus x X

Aspergillus flavus xX

Aspergillus fumigatus x X X

Penicillium variabile x X

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 22.

Tabla n9 65

PELO PIENSOESPECIES AIRE

Fusarium oxysporum x X

Tabla n9 66 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 23.
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ESPECIES AIRE . PELO PIENSO

Alternaría alternata x x

Aspergillus candidus x X

Candida famata x x

Tabla n9 67 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina ns 33.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO TIERRA

Aphanocladium álbum x x

Candida famata x x

Penicillium chrysogenum

Penicillium corylophilum

x X

X X

Penicillium steckii x X

68 •- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 34.

Tabla n9

• ESPECIES PIENSOAIRE PELO

Fusarium oxysporum x XX

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 36.

Tabla n9 69

PELO PIENSOAIREESPECIES

Candida famata xx

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 37.

Tabla n9 70
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aphanocladium álbum x x

Arthrinium phaeospermum

Fusarium oxysporum

Penicillium puberulum

x X

X X

X X

Tabla nQ 71 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los

hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 48.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus flavus x X

Aspergillus fumjgatus

Penicillium puberulum

x X

X X

Penicillium viridicatum x X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 49.

Tabla nQ 72

PIENSOAIRE PELOESPECIES

Aphanocladium álbum xx

Aspergillus flavus

Fusarium oxysporum

xX

XX

Mucor racemosus xXX

Penicillium puberulum xX

Tabla nQ 73 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 50.
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aphanocladium álbum x x X

Fusarium oxysporum x X

Rhizopus oryzae x X

Tabla ne 74 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 51.

PIENSOESPECIES AIRE PELO

Absidia corymbifera xX X

Candida famata xxX

Tabla nQ 75 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 52.

PIENSOPELOAIREESPECIES

Absidia corymbifera xx

Candida famata xx

Scopulariopsis candida x X

Tabla nQ 76 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina na 53.
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus amstelodami x x

Candida lusitaniae x x X

Cladosporium herbarum x x

Tabla n9 77 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los

hábitats estudiados en la explotación porcina nQ 54.

TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Alternaria alternata x x

Aspergillus amstelodami x x

Candida famata xx

Tabla n9 78 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 55.

PELO PIENSOAIREESPECIES

Candida famata xxX

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación porcina n9 59.

Tabla n9 79
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO TIERRA

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Penicillium chrysogenum

Penicillium viridicatum

x X X

X X X X

X X X

X X

Tabla n9 81 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n9 16.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Penicillium chrysogenum

x X

X X X

X X

82 •- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n9 20.

Tabla n9

TIERRAPIENSOPELOAIREESPECIES

Absidia corymbifera

Aspergillus terreus

xx

XX

Candida famata xx

Geotrichum candidum xXXX

XMucor plumbeus xX

XPenicillium chrysogenum x

XXPenicillium viridicatum x

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de -los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n9 28.

Tabla n9 83
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Arthroderma benhamiae x x

Aspergillus chevalieri

Scopulariopsis candida

x X

X X

Tabla nQ 84 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola nQ 39.

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Alternaria alternata x x

Tabla ne 85 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola nQ 43.

TIERRA
PELO PIENSO Mic.T. Quer.ESPECIES AIRE

Alternaria alternata x x X

Penicillium chrysogenum x X

Tabla nQ 86 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola nQ 44.

PIENSOPELOAIREESPECIES

Arthroderma benhamiae xx

Tabla n° 87 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola nQ 45.
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TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Alternarla alternata x x X X

Circinella umbellata x x

Mucor plumbeus x X X X

Mucor racemosus x X X

Penicillium martensii x X X X

Penicillium nalgiovensis

Rhizopus stolonifer

Rhodotorula glutinis

Trichothecium roseum

x XX

X X

X X

X X XX X

88 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola nQ 63.

Tabla ns

TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Alternaría alternata xx

Aspergillus amstelodami x x

Aspergillus awamori x x

Aspergillus versicolor

Cladosporium cladosporioides x

x X

X

Fusarium oxysporum

Mucor plumbeus

xX

XX

Mucor racemosus xX

Penicillium viridicatum xX

Scopulariopsis brevicaulis x x

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n9 68.

Tabla n9 89
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TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Gilmaniella sp.

Penicillium chrysogenum

Penicillium martensii

x x

X X

X X X X

Scopulariopsis brevicaulis x x X X

Scopulariopsis candida x X X X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola nQ 69.

Tabla ns 90

ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Aspergillus candidus

Epicoccum purpurascens

Penicillium frequentans

xx

X X

XX

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n2 70.

Tabla n2 91

PIENSOPELOAIREESPECIES

Aspergillus amstelodami

Cladosporium macrocarpum

xx

XX

.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n2 71.

Tabla n2 92
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Alternaría alternata x x

Aspergillus candidus x X

Aspergillus chevalieri x X

Tabla n9 93 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola ns74.

PIENSOESPECIES AIRE PELO

Scopulariopsis candida x X

Tabla n9 94 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación cunícola n9 75.
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ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO TIERRA

Aspergillus candidus x X

Aspergillus fumigatus

Aphanocladium álbum

x x X

X X

Paecilomyces variotii x X

Penicillium carneo-lutescens x x

Trichoderma viride x x

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 4.

Tabla na 96

ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO TIERRA

Acremonium roseum x x

Candida famata x x X

Cladosporium herbarum x x

Mucor racemosus x X

Penicillium chrysogenum x X X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 6.

Tabla na 97

PLUMAS PIENSO TIERRAAIREESPECIES

Aphanocladium álbum x xX

Aspergillus fumigatus

Paecilomyces variotii

Penicillium chrysogenum

x X

X XX

X X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar na 7.

Tabla na 98
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TIERRA
ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Alternarla longipes

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus terreus

Fusarium oxysporum

Mucor racemosus

Penicillium chrysogenum

Penicillium viridicatum

x X

X X

X X X

X X

X X

X X

X X

X X

Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar n9 8.

Tabla n9 99

TIERRA
ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Aspergillus candidus x X

Aspergillus chevalieri x

Chrysosporium merdarium x

x

x X

Fusarium oxysporum x X

Penicillium chrysogenum x

Penicillium viridicatum x

x X X

X

Tabla n9 100 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los

hábitats estudiados en la explotación aviar n9 25.

TIERRA
AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.ESPECIES

Aspergillus flavus x XX

Candida famata xx X

Geotrichum candidum x XX

Mucor racemosus xX

Penicillium chrysogenum

Scopulariopsis brevicaulis x

x XXX

X

Tabla n9 101.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar n9 30.
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ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO TIERRA

Aphanocladium álbum x x X

Candida famata x x X

Tabla nQ 102 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 35.

ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Aphanocladium álbum x x

Candida famata x x X X

Scopulariopsis brevicaulis x X X

Tabla ns 103 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 40.

PLUMAS PIENSO TIERRAAIREESPECIES

Candida famata x x

Mucor racemosus x X

Scopulariopsis brevicaulis x X

Tabla ns 104 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 46.
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TIERRA
ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Absidia corymbifera x x

Aphanocladium álbum x x

Candida lusitaniae x x X

Penicillium chrysogenum x X

Tabla ns 105 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 57.

ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO TIERRA

Absidia corymbifera x x

Aphanocladium álbum xx X X

Candida famata x x X X

Tabla nQ 106 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 61.

TIERRA
AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T.ESPECIES Querat.

Absidia corymbifera xx

Aspergillus fumigatus x X

Candida famata xx X

Fusarium oxysporum

Geotrichum candidum

xx

XX

Penicillium viridicatum xX

Scopulariopsis candida xX

Trichoderma viride xx

Tabla nQ 107 .- Relación de especies aislados como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar n9 64.
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/

TIERRA
ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Arthrinium sphaerospermum

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Fusarium oxysporum

Penicillium fellutanum

Scopulariopsis brevicaulis

x X

X X

X X

X X

X X X X

X X X

Tabla ns 108 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar ne 65.

TIERRA
ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Acremonium roseum x x

Candida famata x x X

Penicillium palitans x X

Penicillium viridicatum xX

Scopulariopsis candida xX

Tabla n2 109 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar nQ 66.

TOTAL
AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.ESPECIES

Aphanocladium álbum x xX

Aspergillus candidus xX

Aspergillus flavus x X

Candida famata x xXX

Penicillium chrysogenum xX

Penicillium jenseni xx

Penicillium palitans xx

Tabla nQ 110 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación aviar n2 78.
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ESPECIES AIRE PELO PIENSO

Alternaría tenuissima x x

112.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación de ovejas ns 32.

Tabla nQ

TIERRA
ESPECIES AIRE PELO PIENSO Mic.T. Querat.

Absidia corymbifera

Candida famata

x X

XX X

Myceliophthora sp. xX

Penicillium chrysogenum

Scopulariopsis brevicaulis x

x XX

X X

Tabla ne 113 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación de ovejas nQ 58.

PELO PIENSO TIERRAAIREESPECIES

Absidia corymbifera

Candida famata

xx

X XX

Cladosporium sphaerospermum

Penicillium nigricans

xx

X X

Tabla ns 114 .- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
sustratos estudiados en la explotación de ovejas nQ 60.
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ESPECIE AIRE PELO PIENSO TIERRA

Alternarla alternata x x X

Cladosporium herbarum x x

Penicillium chrysogenum x x

Tabla nQ 116 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de
los hábitats estudiados en la explotación de cabras
nQ 26.

AIRE PELO FORRAJEESPECIE TIERRA

Alternaria alternata x x X

Cladosporium herbarum x x

Epicoccum purpurascens x X

Tabla ns 117 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de
los hábitats estudiados en la explotación de cabras
ne 47.
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TIERRA
AIRE PELO PIENSO FORRAJE Mic.T. Quer.ESPECIES

Absidia corymbifera x x

Alternarla alternata x x

Aspergillus flavus x X X X

Aspergillus fumigatus

Aspergillus tubingensis

Fusarium oxysporum

Penicillium chrysogenum

x x X

X X

X XX

X X X

Penicillium variabile x X

Rhizopus oryzae x X X

Tabla nQ 119.- Relación de especies aisladas como mínimo en dos de los
hábitats estudiados en la explotación de caballos ns 17.
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TIERRA
ESPECIES AIRE PLUMAS PIENSO Mic.T. Querat.

Alternaría alternata x x X X

Candida famata x x

Chrysosporium queenslandicum

Cladosporium herbarum

Penicillium chrysogenum

Penicillium viridicatum

x X

X X

X X X

X X X

Tabla n2 121 Relación de especies aisladas como mínimo en dos de
los hábitats estudiados en la explotación de palomas
n2 27.
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5.6. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO DE LA

CAPACIDAD TOXIGENICA DE LAS CEPAS DEL GRUPO

Aspergillus FLAVUS

5.6.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ENSAYO EN

MEDIO YES

5.6.1.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS ENSAYOS

REALIZADOS CON EL EXTRACTO CLOROFORMICO

Realizada la extracción clorofórmica de los cultivos de las

cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas, desarrolladas

en el medio YES durante catorce días y posterior cromatografía

de los extractos obtenidos, se observó que tan solo diez de

las cuarenta y tres cepas estudiadas tenían la capacidad de

producir aflatoxinas en el medio de cultivo YES.

De las treinta y siete cepas del grupo Aspergillus flavus

aisladas de alimentos : piensos compuestos (36 cepas) y ensila-

do (1 cepa), tan solo cinco de ellas procedentes de piensos

compuestos (4 cepas de Aspergillus flavus Link y una cepa

de Aspergillus parasiticus Speare), fueron capaces de producir

aflatoxinas.

nQ 122 se detalla la concentración de aflatoxinasEn la TABLA

elaborada por las diez cepas productoras obtenida tras la

cuantificación realizada por el método del límite de detección.
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Aflatoxinas producidas ( ;ug/l)
B B G1 G1 2 2

A. flavus 2 i 200.0 133.3

A. flavus 4 x 600.0 800.0

A. flavus 17 1 200.0

A. parasiticus 81 t 10800.0 9600.0200.0 800.0

A. flavus 82 n 200.0 66.7

A. parasiticus NRRL 2999 259200.0 2400.07200.0 172800.0

A. parasiticus NRRL 3145 43200.0 1200.0 4800.0172800.0

A. flavus NRRL 6540 1200.0

A. flavus NRRL 3251 1440.0 1200.0 266.7

A. flavus NRRL 6412 200.0 5.5

Concentración de aflatoxinas elaborada por las diez

cepas productoras en el medio YES, expresada en ;ug/l.

TABLA nQ 122
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5.6.1.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS ENSAYOS

REALIZADOS CON EL EXTRACTO CRUDO Y EL MICELIO

5.6.1.2.1. MEDICIÓN DEL PH Y DEL PESO SECO DEL MICE-

LIO

En la TABLA nQ 123 se detallan los resultados correspondientes

al peso seco del micelio (mg) y el pH final del medio de culti-

tras el desarrollo de las cepas en estudio en el mediovo,

YES durante catorce días.

Se ha realizado el análisis de la varianza ( 355 ) con el fin

de comparar las medias obtenidas de pH final y peso seco del

micelio (expresado en mg) entre las cepas productoras y no

productoras de aflatoxinas, observándose que no existen dife-

rencias significativas ( TABLA nQ 124 ).

Con el fin de conocer la relación existente entre el peso

del micelio y el pH se procedió al cálculo de la rectaseco

de regresión ( 355 ) .

En las GRAFICAS núms.8 y 9 se observan las rectas de regre¬

sión en el caso de las cepas productoras y no productoras

de aflatoxinas respectivamente.

En la GRAFICA nQ 10 se representan los valores de pH, peso

seco de micelio y concentración de aflatoxinas producidas
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pH final Peso seco

n = 43

X = 6.188

1.391

n = 43

X = 1434

= 0.400
TOTAL

O ,=
n-1

0 -in-1

Cepas productoras
de Aflatoxinas

n = 10n = 10

X = 6.175

a 1= 1.359n-1

X = 1388

= 0.347a in-1

n = 33Cepas no producto-
ras de Aflatoxinas

n = 33

X = 6.192

0 1== 1.421n-1

X = 1448

= 0.418O in-1

124
.- Comparación entre los valores medios obte-

nidos de pH final y peso seco del micelio
( expresado en mg) entre las cepas produc-
toras y no productoras de aflatoxinas.

TABLA nQ
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por las cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas.

5.6.1.2.2. AFLATOXINAS DETECTADAS EN EL EXTRACTO

CRUDO

En la TABLA nQ 125 se exponen las aflatoxinas detectadas por

cromatografía en capa fina, depositando directamente el extrae-

to crudo procedente del cultivo en medio YES, indicando asimis¬

mo aquellas que fueron detectadas tras el proceso de extrae-

ción.

Aflatoxinas detectadas en

el extracto clorofórmico
CEPA Aflatoxinas detectadas

en el extracto crudo

B1 + G1
B1 + G1

2 i

4 x

B17 1 1

B1 + B2 + Gj + G2

Bx + G
B^ + B2 + G^ + G2

+ B2 + + G2

B^ + B2 + G^ + G281 t

82 n 1

Bj + B2 + G^ + G2
B^ + B2 + G^ + G2

2999

3145

B6540 B 11

B1 + B2 + G1
B1 + B2

B1 + B23251

6412 B
1

TABLA nQ 125 .- Relación de las aflatoxinas detectadas en el extracto

crudo y clorofórmico, procedente de las cepas culti¬

vadas en medio YES.
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5.6.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ENSAYO EN

MEDIO APA

En el medio APA las cepas del grupo Aspergillus flavus estu¬

diadas se caracterizaron por presentar,en general, poca espo-

rulación y gran cantidad de surcos radiales. El anverso

era de color amarillento en el centro y blanco en los extremos

de la colonia. El reverso presentaba color crema o ligeramen-

te anaranjado. En ninguna cepa se observó la formación de

esclerocios.

En la TABLA nQ 126 se detalla el diámetro de las cuarenta y

tres cepas estudiadas, la aparición de fluorescencia y las

aflatoxinas detectadas tras el proceso de extracción.

En la TABLA n°127 se indica el valor de la media y desviación

estándar del diámetro de las colonias, así como el porcentaje

de cepas que presentan cada uno de los aspectos considerados.

Se ha realizado el análisis de la varianza ( 355 ) con el

fin de comparar si existían diferencias entre el diámetro

de las colonias que presentaban fluorescencia y las que

no la mostraron y se ha comparado asimismo el diámetro de

las colonias productoras y no productoras de aflatoxinas

en este medio de cultivo,observándose sólo diferencias signi-

ficativas entre el diámetro de las cepas fluorescentes y no

fluorescentes (nivel de confianza entre 90 y 95%).
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DIAMETRO
NQ CEPAS % X °n-l

CEPAS FLUORESCENTES 6.983 31.67 8.96

10.1642.2493.02CEPAS NO FLUORESCENTES 40

11.63 38.60 12.18CEPAS PRODUCTORAS 5

41.88 10.21CEPAS NO PRODUCTORAS 88.3738

41.50 10.3543 100.00TOTAL

TABLA ns127.- Valor de la media y desviación estándar del diá-

metro de las colonias de las cepas estudiadas.
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En la TABLA nQ 128 se detalla la concentración de aflatoxinas

elaborada por las cepas productoras en el medio APA, calcula¬

da siguiendo la técnica del límite de detección.

CONCENTRACION DE AFLATOXINA (jug/Kg)

CEPA B B2 G1 G21

16.062i 10.71

15.13 10.0881t

10334.932999 287.08 6889.95 191.39

3145 560.46 560.46 373.63 186.82

3523.65 704.733251

.- Concentración de aflatoxinas elaborada porTABLA nQ 128

las cepas productoras en medio APA.
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5.6.3. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ENSAYO EN

MEDIO CAM

En el medio CAM, las cepas del grupo Aspergillus flavus,

estudiadas se caracterizaron por presentar abundante esporula-

ción. Las colonias eran de color verde-amarillento y extremos

blancos.Presentaron abundante formación de surcos radiales.

Las cepas que mostraron fluorescencia presentaron una menor

esporulación y los surcos aparecieron en número muy elevado

adquiriendo un aspecto cerebriforme. Una de las cepas control

Aspergillus flavus NRRL 3251 presentó formación de pequeños

esclerocios de color marrón.

El reverso de las colonias era de color crema, a excepción

de las cepas fluorescentes que tomaban tonalidades amarillen¬

tas.

En la TABLA ns 129 se detalla el diámetro de las cuarenta

y tres cepas estudiadas, la aparición de fluorescencia y

la producción de aflatoxinas detectadas tras el proceso de

extracción.

En la TABLA nQ130 se indica el valor de la media y desviación

estándar del diámetro de las colonias, así como el porcentaje

de cepas que presentaron cada uno de los aspectos considera¬

dos.
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DIAMETRO
N9 CEPAS % X °n-l

CEPAS FLUORESCENTES 4 9.30 70.00 9.20

CEPAS NO FLUORESCENTES 4.5674.9239 90.70

72.44 6.99CEPAS PRODUCTORAS 8 18.60

35 81.40 74.93 4.70CEPAS NO PRODUCTORAS

74.4643 100-.-00 5.19TOTAL

TABLA nQ 130 .- Valor de la media y desviación estándar del

diámetro de las colonias de las cepas estu-

diadas.
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Se ha realizado el análisis de la varianza (355) con el fin

de comparar si existían diferencias significativas entre el

diámetro de las colonias que presentaban fluorescencia y

el de las que no mostraron esta propiedad y se ha comparado,

asimismo el diámetro de las colonias productoras y no produc-

toras de aflatoxinas en este medio de cultivo, observándose
S /

solo diferencias significativas entre el diámetro de las

cepas fluorescentes y no fluorescentes (nivel de confianza

entre 90 y 95%).

En la TABLA na 131 se detalla la concentración de aflatoxinas

elaborada por las cepas productoras en el medio CAM, calculada

siguiendo la técnica del límite de detección.

CONCENTRACION DE AFLATOXINA (jug/Kg)

G1 G2B1 BCEPA 2

570.5217 1

986.75 71046.14 986.75106569.2081t

175.50526.5782n

115542.34 3058.05 73393.11 2038.702999

9364.16 74913.20 12485.50112369.943145

19.6544.203182.716540

29.3457036.67 3168.703251

14.65 4.88175.876412 1582.80

TABLA n9 131 .- Concentración de aflatoxinas elaboradas por

las cepas productoras en medio CAM.
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Cepas del grupo Aspergillus flavus desarrolladas en el medio APA

Cepas del grupo Aspergillus flavus desarrolladas en el medio CAM



Detección de fluorescencia tras el desarrollo de cepas aflatoxi-

génicas del grupo Aspergillus flavus en el medio APA

A= Cepa negativa B= Cepa positiva



5.6.4. RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL ESTUDIO

COMPARATIVO DE LA PRODUCCION DE AFLATOXINAS

EN LOS MEDIOS YES, APA Y CAM

Con el fin de estudiar la eficacia de detección de aflatoxi-

ñas mediante la fluorescencia así como la capacidad de elabo-

ración de las mismas en los medios APA y CAM, se han compara¬

do los resultados obtenidos en estos dos medios con respecto

(TABLAS nums 132 y 133).a los hallados en el medio YES.

En la TABLA n9 134 se compara el tipo de aflatoxinas produci¬

do por las cepas en cada medio de cultivo.

Para poder evaluar qué medio de cultivo favorece una mayor

producción de aflatoxinas, se han resumido en la TABLA ns

135 , los valores relativos a la concentración de aflatoxi-

ñas elaboradas por cada cepa en ppm ( ^ig/ml en el caso del

medio YES y jug/g en los medios APA y CAM) en los tres medios

ensayados.
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MEDIO .YES

MEDIO N2 DE CEPAS NQ DE CEPAS

APA PRODUCTORAS NO PRODUCTORAS TOTAL

N2 DE CEPAS

FLUORESCENTES 3 O 3

N2 DE CEPAS

NO FLUORESCENTES 407 33

TOTAL 10 4333

N2 DE CEPAS

5 O 5PRODUCTORAS

N2 DE CEPAS

5 33 38NO PRODUCTORAS

10 33 43TOTAL

TABLA n2 132 Relación entre fluorescencia y producción de

aflatoxinas en el medio YES y APA.
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MEDIO YES

MEDIO Ns DE CEPAS NQ DE CEPAS

CAM PRODUCTORAS NO PRODUCTORAS TOTAL

N2 DE CEPAS

FLUORESCENTES 4 4O

N2 DE CEPAS

NO FLUORESCENTES 6 33 39

TOTAL 10 33 43

N2 DE CEPAS

PRODUCTORAS 8 O 8

N2 DE CEPAS

33 352NO PRODUCTORAS

433310TOTAL

TABLA n2 133.- Relación entre fluorescencia y producción de

aflatoxinas en el medio YES y CAM.
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YES APA CAM

A. flavus 2 i B1 + G1
B1 + G1

B1 + G1
A. flavus 4 x

A. flavus 17 1 B1 B
1

A. parasiticus 81 t Bl+B2+Gi+G2
B1 + G1

Br + G1 Bl+B2+G!+G2

B1 + G1A. flavus 82 n

A. parasiticus NRRL 2999 Bl+B2+Gl+G2 Bl+B2+Gl+G2
Bl+B2+Gl+G2

B1+B2+Gi+g2
Bl+B2+Gl+G2
B1+b2+Gi
b1+b2+G1
B1+B2+Gi+g2

A. parasiticus NRRL 3145 Bl+B2+Gl+G2
A. flavus NRRL 6540 B

1

A. flavus NRRL 3251 B^+B2iG^ B1 + B2
A. flavus NRRL 6412 B1+b2

TABLA n2 134 Resumen de los distintos tipos de aflatoxinas elabo-
radas por las cepas del grupo Aspergillus flavus es-

tudiadas en los distintos medios de cultivo.
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YES APA CAM

0.0162 i B, = 0.200

= 0.133
Bl =1

0.011G1 Gl =

4 x B: = 0.600
G, = 0.800
1

B1 = 0.200 = 0.57017 1 B1

81 t B1 = 10.800

0.200

9.600

0.800

Bx = 106.569
0.987

71.046

0.987

B, = 0.0151
B B
2 “ 2 “

Gl = G1 * 0.010 Gl =

G2 =G2 =

82 n B1 = 0.200

G, = 0.067
Bj = 0.526
G, = 0.1751 1

B1 = 259.2002999 B1 = 10.335 B, = 115.542

3.058

73.393

2.039

1
B 7.200 B 0.287

6.890

B
2 " 2 " 2 “

G1 = 172.800

2.400
Gl = G1 =

G2 =G2 = G2 0.191

43.200

1.200

Gx = 172.800
4.800

Bx = 0.560
B2 = 0.560
Gx = 0.374
G„ = 0.187

3145 Bl = B, = 112.370

9.364

74.913

12.485

1
B B
2 “ 2 “

Gl =

G2 =G2 2

6540 B1 = 1.200 B1 = 3.183

B2 = 0.044
0.020Gl =

TABLA ns 135 Concentración de aflatoxinas ( ppm ) elaborada
las cepas del grupo Aspergillus flavus, en los tres

medios de cultivo ensayados.

por
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YES CAMAPA

= 1.440

B2 = 1.200
G, = 0.267

■Bx = 57.037
3.169

0.029

Bx = 3.524
B„ = 0.705

3251

B
2 "2

G1 "1

= 1.583

B2 = 0.015
= 0.176

6412 B1B, = 0.2001
B„ = 0.005
2

G1
= 0.005

2

TABLA ne 135.- (continuación)

V
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5.6.5. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA DETECCION

DE AFLATOXINAS POR LA TECNICA DE FlLTENBORG

En las TABLAS núms.136 y 137 se detallan las aflatoxinas detec-

tadas en los cultivos realizados en los medios APA y CAM,

respectivamente, siguiendo la técnica de Filtenborg. Se indican

asimismo aquellas recuperadas tras el proceso de extracción

clorofórmica de los cultivos desarrollados en los medios cita¬

dos.

En las TABLAS núms.138 y 139 se distribuyen las cepas productoras

de aflatoxinas en los medios APA y CAM respectivamente, que

fueron detectadas o no mediante la mencionada técnica, aten¬

diendo al límite de detección establecido por Filtenborg (141).

y que corresponde a 0.1 ppm.

Con el fin de conocer si los datos obtenidos permiten corrobo-

rar este límite de detección, se ha realizado el "test" exacto

de Fisher ( 355 ) con los resultados obtenidos conjuntamente

en los dos medios de cultivo (TABLA nQ 140 ), observándose di-

ferencias significativas con un nivel de confianza del 95%,

en el caso de las aflatoxinas B 2 y G j. Dado el bajo número de
de cepas productoras de G2 no pudo realizarse para esta aflato-
xina el análisis estadístico.
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AFLATOXINAS DETECTADAS AFLATOXINAS DETECTADAS

CEPA TECNICA FILTENBORG PROCESO EXTRACCION

2 i B1 + G1

B1 + G181 t

B1 + B2 + Gj_ + G2 B1 + b2 + gi + G22999

+ B2 + G^ + G23145 B, + B„ + G + G21 2 1

B1 + B2B1 + B23251

TABLA nQ136 Aflatoxinas detectadas en los cultivos realizados

en el medio APA, siguiendo la técnica de Filíen-

borg y tras el proceso de extracción clorofórmica.
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AFLATOXINAS DETECTADAS AFLATOXINAS DETECTADAS

TECNICA FILTENBORGCEPA PROCESO EXTRACCION

17 1 B
1

B^ + "I" + G281 t B1 + B2 + G1 + ^2

82 n B1 + G1

2999 B1 + B2 + Gi + G2 Bí + b2 + Gx + G2

3145 B1 + B2 + Gi + g2 B1 + B2 + Gi + G2

6540 B1 B2 G1

B1 + B2 + G^3251 B, + B
1 2

B-^ + B2 + G^ + G26412

Aflatoxinas detectadas en los cultivos realiza-

dos en el medio CAM, siguiendo la técnica des-

crita por Filtenborg y tras el proceso de
tracción clorofórmica.

TABLA nQ 137

ex-
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<100 ug/Kg > 100 ug/Kg

B
1 B2 G1 G2 B

2 G1 G2B
1

Cepas productoras
detectadas 0 0 0 0 3 3 2 2

Cepas productoras
no detectadas 2 0 2 0 0 0 0 0

TOTAL 2 0 2 0 3 3 2 2

138.- Número de cepas productoras de aflatoxinas en el medio

APA detectadas por la técnica de Filtenborg.

TABLA ne

<100 ug/Kg > 100 ug/Kg

2 G1 G2 B
2 G1 G2B1 B B

1

Cepas productoras
detectadas 4 40 0 3 30 0

Cepas productoras
no detectadas 4 0 2 012 20

4 5 3812 2TOTAL 0

139 Número de cepas productoras de aflatoxinas en el medio
CAM detectadas por la técnica de Filtenborg.

TABLA nQ
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< 100 ug/Kg > 100 ug/Kg

B1 B
2 G1 G2 B1 B

2 G1 G2

Cepas productoras
detectadas 0 0 0 0 7 7 5 5

Cepas productoras
no detectadas 42 2 41 0 2 0

42 2 1TOTAL 11 7 7 5

TABLA ns 140.- Número de cepas productoras de aflatoxinas en los medios
APA y CAM detectadas por la técnica de Filtenborg.

258



5.6.6. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LOS METODOS

BIOLOGICOS PARA DETECTAR LA CAPACIDAD TOXIGE-

NICA

5.6.6.1 . RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE

LA ACTIVIDAD FRENTE A LARVAS DE ARTEMIA

SALINA L.

La mortalidad de las larvas de Artemia salina L. observada

cuando se pusieron en contacto con el extracto crudo y acetó-

nico obtenido de cultivos en el medio YES y preparados según

la técnica descrita en el apartado 4.4.1., se resume en la

TABLA nQ 141.

En la TABLA nQ 142 se indica el grado de mortalidad ocasionado

en las larvas al ensayar el extracto acetónico preparado

a partir de cultivos en los medios APA y CAM.

El valor relativo a cada cepa fúngica se obtiene al sumar

los resultados correspondientes a las lecturas realizadas

al cabo de 3,6 y 24 horas, tal como se indica en el apartado

4.4.4.1.

En las TABLAS se indica asimismo si las cepas son o no produc¬

toras de aflatoxinas en los medios estudiados, con el fin

de poder realizar para cada uno de ellos la comparación entre

los resultados obtenidos por las cepas productoras y no pro-
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ductoras de aflatoxinas (análisis se la varianza ( 355 )).

En la TABLA nQ 143 se observa el valor de la media y desvia¬

ción estándar de la mortalidad obtenida.

En la GRAFICA nQ 11 se destaca la comparación entre el valor

medio de la mortalidad obtenida por todas las cepas del grupo

Aspergillus flavus estudiadas en los cuatro extractos ensaya¬

dos, observándose una diferencia significativa con un nivel

de confianza del 99%.

La comparación entre la mortalidad determinada por las cepas

productoras y no productoras de aflatoxinas en cada medio

de cultivo se resume en la GRAFICA nQ 12.

260



en
<
ES
I—I en
x o

I I I I I I I I I I Io I I I I I I I I I I
H O

CO
u

ez-i ■p
<e x

<u

o en
CJ o
i—l 1—I
z

P'-O'vOlTíOOOOOOmvOQOsío lo <f r-» o -í o O' oo u
E-* O
w ex
o
c cd

*ti
w •H

o
ti
"ti en
o w
u
CX

o o
n •H

i-J "OP0
LO<rr-~coiococovoocNoo CO O -íex lO lO CO cO 00 vO 0)

£O cd
e

w ti•H
0)T—I

cd
enen
o

cd >
•H•H

£ 4->
p > >,n o. o. jd ai x: n-i cu >. n p i-h u h o< OJ

Pu ti4-1
CN lO 00 00 QN O
o (O co -j <t

CN CO O' O
N es es es co en

w cN<rmcomvor^oo
muovovovor^r^i^-r^r^-

OJh
o <

0J
0) -o
T3

u
•Hen

cd 4-1
> p
P CO
cd ex

en
<
z
M t—I
X! cd

+ + + + + + + + + +1 i i i i i i i i i io I en
H CO CO
< o
►4 -o

cu(X, •H
< -o ti

cu
'ti 4-1
Cd
•o o

o
CJ

•H1—1
o¡z

CO oo
oox>X3-<r<fr^oooor^<roocNO-r^O'0-x)oooor--voH 4-1 •H

w tiu
O 'O
E P

cu o
•o ce

CJ I

<¡
(U

w

en >%
<D
P o
O x)

ti
CO P
> o

o
o
3

-sj-vor^cocor~oor'cor~vooomvooooo <t <t <r o co i04
CJ

w

OI

ti

<
CN 00 rH <P -r-) > CO rH CO p OX3 ►J•h x i—i p cecino

O' -í 4 m
<

en pqPu
<r lo co r- oo c^ olo cn -í lo vo r-» oo

CO LO lo
<5w CN O'

00 00 CN CO LO
cn -d- r-~

CN HCJ

261



I
o
3
u
4-1
x
<U

< CO
hJ i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i o
te-*
c

o
o.

CO
T3

s •H
<c oor^'O’inmcO'd'cococooor^Ln o'í CO CO N *í <1*
o 3

*3
o
U
O- S

• o
<c

<
I-J I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I CO
fe <c
< &H•H

<i—1
CO

cCO
CU

CO
CO•H

<c e o
&H ooO'ícnooo'C'vor^r-i cu >
<c 4-> •Hr^v£>mví-Ln<ír^cMCMCMin

4-1
<c rH

3
cu o
"O

cu
<c >h > >> N Q, O. Pd (S £ i 'H tu CU ¡O N U CO X3CP rH O

3Oh
W CS CO On O

CS CS CS CS CO CO
CS SU 00 00 O' O
cocnco-vr^rminvOvONO

cssrmcoirivor^oo
r-» r-*

> u
o u •H

<0 4-1

3
CO CU
3

3

< 3 CO
T3 OrJ II+ + + + + + + +IIIIIIIIIIII

T3
< T3 •H

CO c
T3 0)
•H 4->

¿3
CO O
4->

s Í-» CO
o o
s o

cocNinmcoinoNaNCNO\vocMr^voc^LncMCNincNCNo,v<
o

•rf
<u c
•o vO

4-1
CO 3
cu o
Sh 3
o<

+II+I++I+IIIIIIII.IIIII COt-5
CO O
> 4-1

£L4
<t¡

l

es<0
cocsvoa'CNcocooc'~-d-como'ooo'Ocscsor''-vi'ooOh

<C

OI
C

c
> C0 H C0 (h O -OCS 00 tH <4-1 J4-i c ^ m o

ct s s in
< •H X

CQ00Ph
-o- m vo r-. oo O' om cs -í m o r-» oo <w cs <f CN C7v

OOGOCSCOOCOcOvO E-HCNCJ

262



YES YES CAMAPA

E. CRUDO E. ACETON. E. ACETON. E. ACETON.

n - 10CEPAS n = 10 5 8n = n =

X = 5.50

a ,=2.01n-1

X = 8.90

=4.70

X = 11.00

= 5.29

X = 7.12

=3.04
PRODUCTORAS

an-l Vi 0 n-1

CEPAS NO n = 33 n = 33 n = 38 n = 35

X = 7.36 5.40

=3.19

X = 12.21 X = 8.50

=3.78

X =
PRODUCTORAS

a .= 4.60
n-1

=3.87a a an-1 n-1 n-1

n = 43TOTAL n = 43 n = 43

X = 11.44

n = 43

6.93 X = X = 5.72X = 8.79

a .= 4.78
n-1

=3.20=3.99=3.59 a aa
n-1n-1 n-1

TABLA ns 143 .- Valor de la media y desviación estándar de la
mortalidad observada en las larvas de Artemia

salina L.
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18 *

9

b da c

Comparación del valor medio de la mortalidad
obtenida por todas las cepas estudiadas. a=

extracto crudo YES, b= ext. acetónico YES,
c= ext. acetónico APA, d= ext. acetónico CAM.

GRAFICA n9 11

AA
¿AM

0
v"
/

R
/

jZT / ✓

A

¿AaL
I
D
A

/"' / / /
D

i-

iE. aceto-
nico YES

E.crudo
YES

+
CAMAPA

Comparación entre la mortalidad obtenida por

las cepas productoras de aflatoxinas (+) y

no productoras (-) en los cuatro extractos

ensayados. • Diferencias significativas,
nivel de confianza entre 90 y 95%.

GRAFICA n9 12
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5.6.6.2. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE

LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE A MICROOR-

GANISMOS

5.6.6.2.1. RESULTADOS OBTENIDOS POR EL METODO

DE WlCKERHAM

En la TABLA n2 144 se muestra el número y porcentaje de

cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas activas sobre

cada uno de los cinco microorganismos ensayados.

En la GRAFICA n2 13 se representa el porcentaje de cepas

activas frente a cada uno de los microorganismos ensayados.
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Ne cepas activas % cepas activasMicroorganismo ensayado

Escherichia coli

53.4923Staphylococcus aureus

86.0537Bacillus subtilis

34.8815Bacillus megaterium

72.0931Candida albicans

TABLA ne 144 Número y porcentaje de cepas activas sobre los

microorganismos ensayados.

1001

50

1 2 3 4 5

Porcentaje de cepas activas frente a los
microorganismos estudiados (1 = E. coli,

3 = B. subtilis, 4 = 15.

GRAFICA nQ 13

2 = S. aureus,

megaterium, 5 = C^ albicans).
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5.6.6.2.2. RESULTADOS OBTENIDOS POR EL METODO

de Campbell

Resultados obtenidos a partir de cultivos en medio APA

En la TABLA nQ 145 se detallan los resultados correspondien-

tes a la inhibición de crecimiento de los microorganismos

ensayados, producida por todas las cepas del grupo Asper-

gillus flavus estudiadas y la comparación de los resultados

obtenidos por las cepas productoras y no productoras de

aflatoxinas, tras su desarrollo en el medio APA.

La comparación estadística se ha realizado mediante el "test"

exacto de Fisher ( 355 )í=

En la GRAFICA nQ 14 se observa el porcentaje de todas las

cepas activas frente a cada uno de los microorganismos en¬

sayados.

En la GRAFICA n9 15 se resume la comparación entre los por¬

centajes de cepas productoras y no productoras de aflatoxinas

en el medio APA, activas sobre los microorganismos investiga¬

dos.
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GRAFICA n2 14 Porcentaje de cepas activas frente a los

microorganismos estudiados (1 = E. coli,
2 = S.

megaterium, 5 = C. albicans).
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GRAFICA nQ 15 Comparación entre los porcentajes de cepas

productoras (+) y no productoras (-) en

el medio APA, activas sobre los microorga-

nismos investigados.-Diferencias significa-

tivas, nivel de confianza: * * 99% y • entre

el 90 y el 95%.
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En la TABLA N9 146 se observa el grado de inhibición del creci¬

miento de los microorganismos ensayados, producido por las

cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas y desarrolladas

en el medio APA, siguiendo la técnica de Campbell.

Para una mejor interpretación de la TABLA debe tenerse en

cuenta:

Grado de inhibición:

0 = 0 mm de halo de inhibición1= Disminución de crecimiento, pero no se obseva halo defi-

nido2= Halo de inhibición de hasta 10 mm3= Halo de inhibición >10 a 15 mm4= Halo de inhibición >15 mm

Con el fin de evaluar si existían diferencias significativas

en el grado de inhibición producido por las cepas productoras

y no productoras de aflatoxinas se ha realizado el "test"
T (355).
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Resultados obtenidos a partir de cultivos en medio CAM

En la TABLA n9 147 se detallan los resultados correspondien-

tes a la inhibición de crecimiento de los microorganismos

ensayados, producida por todas las cepas del grupo Aspergillus

flavus, estudiadas y la comparación de los resultados obteni-

dos por las cepas productoras y no productoras de aflatoxinas

tras su desarrollo en el medio CAM.

La comparación estadística se ha realizado mediante el "test"

exacto de Fisher ( 355 ).

En la GRAFICA nQ 16 se observa el porcentaje de todas las

cepas activas frente a cada uno de los microorganismos ensaya¬

dos.

En la GRAFICA n9 17 se resume la comparación entre los por-

centajes de cepas productoras y no productoras de aflatoxinas

en el medio CAM, activas sobre los microorganismos investiga-

dos.
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GRAFICA ns 16 Porcentaje de cepas activas frente a los

microorganismos estudiados (1 = 15. coli,
2 = S^. aureus, 3 = B. subtilis, 4 = B.
megaterium, 5 = C. albicans).
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GRAFICA nQ 17 Comparación entre el porcentaje de cepas

productoras (+) y no productoras (-) en

el medio CAM, activas sobre los microoga-

nismos investigados. * Diferencias sig-

nificativas, nivel de confianza del 95%.

274



En la TABLA nQ 148 se observa el grado de inhibición del

crecimiento de los microorganismos ensayados, producido por

las cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas, desarrolla-

das en el medio CAM y siguiendo la técnica de Campbell.

Para una mejor interpretación de la TABLA debe tenerse en cuen¬

ta:

Grado de inhibición:

0 = 0 mm de halo de inhibición1= Disminución de crecimiento, pero no se observa un halo de-

finido2= Halo de inhibición de hasta 10 mm3= Halo de inhibición >10 a 15 mm4= Halo de inhibición >15 mm

Con el fin de evaluar si existen diferencias significativas

en el grado de inhibición producido por las cepas productoras

y no productoras de aflatoxinas se ha realizado el "test”

T (355).
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Comparación de los resultados obtenidos a partir de cultivos

en los medios de APA y CAM

En la TABLA nQ 149 se observa la comparación entre el porcen¬

taje de cepas del grupo Aspergillus flavus desarrolladas

en el medio APA y en el medio CAM que inhiben el desarrollo

de los microorganismos ensayados. Dicha comparación se ha

realizado con todas las cepas estudiadas y con las cepas

productoras y no productoras de aflatoxinas en los dos medios

de cultivo.

El estudio estadístico se ha llevado a cabo mediante el

"test" del X2 y en los casos en que fue necesario mediante

el "test" exacto de Fisher ( 355).

En las GRAFICAS núms. 18 y 19 se observa la comparación

entre el porcentaje de cepas activas desarrolladas en el

medio APA y CAM, considerando todas las cepas estudiadas

(GRAFICA n9 18 ), las cepas productoras de aflatoxinas en

cada uno de los medios (GRAFICA n9 19 a ) y las cepas no

productoras de aflatoxinas (GRAFICA n9 19 b).
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19 Comparación entre el porcentaje de cepas

productoras de aflatoxinas (a) y no pro-

ductoras (b) en los medios APA (A) y CAM
(C). Diferencias significativas, nivel de
confianza: * 95% * * 99%.

GRAFICA n9
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En las TABLAS núms. 150 y 151 se observa el grado, de inhibí-

ción del desarrollo de los microorganismos ensayados, producido

por las cepas productoras y no productoras de aflatoxinas,

respectivamente al desarrollarse en los medios APA y CAM,

siguiendo la técnica de Campbell.

Para una mejor interpretación de las TABLAS, debe tenerse

en cuenta:

Grado de inhibición:

0 = 0 mm de halo de inhibición1= Disminución del crecimiento, pero no se observa un halo

definido2= Halo de inhibición de hasta 10 mm3= Halo de inhibición >10 a 15 mm4= Halo de inhibición >15 mm

Con el fin de evaluar si existen diferencias significativas en el

grado de inhibición producido al desarrolarse las cepas en APA o

en CAM se ha realizado el "test" T (355).
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5.6.6.2.3. RESULTADOS OBTENIDOS POR EL METODO

DE LOS DISCOS

Resultados obtenidos a partir de los extractos crudos proce¬

dentes de los cultivos en medio YES

En la TABLA n9 152 se detallan los resultados correspondien-

tes a la inhibición del crecimiento de los microorganismos

ensayados, producida por todas las cepas del grupo Asper-

gillus flavus estudiadas y la comparación de los resultados

obtenidos por las cepas productoras y no productoras de

aflatoxinas cuando se impregnaron los discos con el extracto

crudo procedente de los cultivos en medio YES.

La comparación estadística se ha realizado mediante el "test"

del X2 (355 ).

En la GRAFICA n9 20 se representa el porcentaje de todas

las cepas activas frente a los cinco microorganismos ensaya¬

dos.

se observa la comparación entre los

porcentajes de cepas productoras y no productoras de afla—

toxinas, activas frente a cada uno de los microorganismos

En la GRAFICA n9 21

ensayados.
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Porcentaje de extractos crudos activos frente
a los microorganismos ensayados (1= E. coli ,

2= S_. aureus, 3= B. subtilis, 4= B. megate-
rium, 5= C. albicans).

GRAFICA n9 20
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En la TABLA nQ 153 se observa el grado de inhibición del

desarrollo de los microorganismos ensayados, producido por

el extracto crudo de las cepas del grupo Aspergillus flavus

desarrolladas en el medio YES, siguiendo la técnica de los

discos.

Para una mejor interpretación de la TABLA, debe tenerse en

cuenta:

Grado de inhibición:

0 = 0 mm de halo de inhibición1= Disminución del crecimiento, pero no se observa un halo

definido2= Halo de inhibición de hasta 10 mm3= Halo de inhibición de > 10 a 15 mm4= Halo de inhibición >15 mm

Con el fin de evaluar si existen diferencias significativas en el

grado de inhibición producido por las cepas productoras y no pro-

ductoras de aflatoxinas se ha realizado el "test" T (355).
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Resultados obtenidos a partir de los extractos clorofórmicos

procedentes de los cultivos en el medio YES

En la TABLA nQ 154 se detallan los resultados correspondientes

a la inhibición de crecimiento de los microorganismos ensaya-

dos, producida por todas las cepas del grupo Aspergillus

flavus estudiadas y la comparación entre las cepas productoras

y no productoras de aflatoxinas, cuando se impregnaron los

discos de papel de filtro con el extracto clorofórmico obteni¬

do a partir de los cultivos en el medio YES.

La comparación estadística se ha realizado mediante el "test”

del X2 (355).

representa el porcentaje de todasEn la GRAFICA n9 22 se

las cepas activas frente a los cinco microorganismos ensaya¬

dos.

En la GRAFICA nQ 23 se observa la comparación entre los

porcentajes de cepas productoras y no productoras de aflatoxi—

ñas, activas frente a cada uno de los microorganismos ensaya—

dos.
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1 2 3 4 5

22 Porcentaje de extractos clorofórmicos acti-
vos frente a los microorganismos ensayados
(1= E. coli , 2= £L aureus, 3= B. subtilis,
4= 13. megaterium, 5= C. albicans).

GRAFICA n2

P
0
R

/*

c /✓
/*

E ✓tm

N
¿71T

A
J
E

i
I

B.sub- B.mega- C.al-
TILIS TERIUM BICANS

+ !
E.coli S.aureus

*

GRAFICA n2 23 Comparación entre el porcentaje de extractos

clorofórmicos procedente de cepas producto-
(+) y no productoras (-) en el medio YES

activas sobre los microorganismos ensayados.
* Diferencias significativas, nivel de con-

fianza del 95%.
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En la TABLA ns 155 se observa el grado de inhibición del

desarrollo de los microorganismos ensayados, producidos por

el extracto clorofórmico de las cepas del grupo Aspergillus

flavus desarrolladas en el medio YES, siguiendo la técnica

de los discos.

Para una mejor interpretación de la TABLA, debe tenerse en

cuenta:

Grado de inhibición:

0 = 0 mm de halo de inhibición1= Disminución del crecimiento, pero no se observa un halo

definido2= Halo de inhibición de hasta 10 mm3= Halo de inhibición de >10 a 15 mm4= Halo de inhibición >15mm

Con el fin de evaluar si existen diferencias significativas en

el grado de inhibición producido por las cepas productoras y

no productoeas de aflatoxinas se ha realizado el "test" T_(355).
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Comparación de los resultados obtenidos con el extracto

crudo y clorofórmico de los cultivos desarrollados en el

medio YES

En la TABLA n9156 se observa la comparación entre el porcen-

taje de cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas, acti¬

vas frente al desarrollo de los microorganismos ensayados,

utilizando discos impregnados con extracto crudo o con ex-

tracto clorofórmico procedente de cultivos en medio YES.

Dicha comparación se ha realizado con todas las cepas estu-

diadas y con las cepas productoras y no productoras de afla-

toxinas.

El estudio estadístico se ha llevado a cabo mediante el

2
"test" del X (355 ), y en los casos en que fue necesario

mediante el "test" exacto de Fisher (355 ).

observa la comparaciónEn las GRAFICAS núms. 24 y 25 se

entre el porcentaje de cepas activas, utilizando discos

impregnados con el extracto crudo, y con el extracto cloro-

fórmico, considerando todas las cepas (GRAFICA n2

las cepas productoras (GRAFICA n2 25 a) y las no productoras

24 ),

de aflatoxinas (GRAFICA n2 25 b).
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En las TABLAS núms. 157 y 158 se observa el grado de inhibición

del desarrollo de los microorganismos ensayados, producido

por el extracto crudo y clorofórmico, respectivamente, de

las cepas del grupo Aspergillus flavus estudiadas, desarrolla¬

das en el medio YES, siguiendo la técnica de los discos.

Para una mejor interpretación de las TABLAS, debe tenerse

en cuenta:

Grado de inhibición:

0 = 0 mm de halo de inhibición

1. = Disminución de crecimiento, pero no se observa un halo

definido2= Halo de inhibición de hasta 10 mm3= Halo de inhibición >10 a 15 mm4= Halo de inhibición >15 mm

Con el fin de evaluar si existen diferencias significativas en el

grado de inhibición producido por el extracto crudo y el extracto

clorofórmico se ha realizado el "test" T (355).
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5.7. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA DETERMINA-

CION DEL LIMITE DE DETECCION DE LOS PATRONES

DE AFLATOXINAS

El límite de detección para cada uno de los patrones de

aflatoxinas utilizado para la cuantificación de las aflatoxi-

ñas elaboradas por las cepas del grupo Aspergillus flavus

en estudio se detallan a continuación.

LIMITE DE DETECCION (jug)MICOTOXINA

Aflatoxina B 0.00031

0.0003Aflatoxina B2

Aflatoxina

Aflatocina G2

0.0002

0.0002
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6. DISCUSION



6.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA ATMOSFERICA

El método empleado en el estudio de la micoflora atmosférica

ha sido el gravimétrico, recomendado por diversos autores dada

su sencillez en la recogida de muestras ( 13,62,63, 79,92,93,127,

137, 235, 236, 262, 292, 329 ). Este método, sin embargo, podría

presentar como desventaja la dificultad de expresar con certeza

el numero de conidios por unidad de volumen, dato que se obtiene

con mayor confianza al utilizar métodos volumétricos ( 61,156).

Payé en 1983 ( 294 ) indica que los dos métodos presentan resulta-

dos muy similares en cuanto a proporción y distribución en el

tiempo de conidios siendo ambos igualmente válidos y recomendando

el volumétrico en el caso de que sea necesario conocer la concen-

tración de conidios por unidad de volumen.

El medio de cultivo empleado en esta Tesis ha sido el agar ex¬

tracto de malta al 2%, medio general en el laboratorio de Micolo-

gía, cuya eficacia en el estudio de la micoflora atmosférica

fue demostrado por Calvo y cois. ( 64 ) en comparación con otros

medios de cultivo. Al mencionado medio de cultivo se le adicionan

30 ppm de clorhidrato de tetraciclina para inhibir el desarrollo

bacteriano.

La toma de muestras se realizó mediante exposición de tres placas

de Petri que contenían el medio de cultivo, distribuidas conve-
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nientemente en la nave que alojaba a los animales ( 262 ), durante

cinco minutos, tiempo recomendado por diversos autores ( 13,79,

127, 262) .

De los trabajos realizados sobre la micoflora presente en la

atósfera de granjas y explotaciones de distintas especies anima-

citaremos los de Chute y Barden en 1964 que estudiaron

la micoflora atmosférica de explotaciones aviares durante un

año, utilizando la técnica de Andersen ( 99 ). Los géneros más

frecuentemente aislados fueron Aspergillus (Aspergillus flavus

les,

y Aspergillus fumigatus), Penicillium y Scopulariopsis no encontran¬

do diferencias estacionales en la frecuencia de aislamiento de los

distintos géneros.

Estos autores indican que dos explotaciones geográficamente cerca-

ñas pueden tener una micoflora distinta si la política de manejo y

saneamiento son distintas.

Pinello y cois, en 1977 ( 303), estudiaron la micoflora presente en

el aire de una granja de pavos, utilizando un método volumétrico.

Asimismo investigan la micoflora presente en la cama y en los teji-

dos de algunos animales. Los géneros más frecuentes en el aire son:

Aspergillus, Penicillium, Petriella y Scopulariopsis.

Moreau en 1978 ( 262 ) estudia la micoflora presente en la atmósfe-

ra de distintas naves de una explotación porcina, utilizando el
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método de sedimentación en placa. Concluye que en la nave de

gestantes el número de conidios es menor que en la nave de cría,

en la que los animales disponen de cama • En la nave de engorde

el número es inferior debido a la existencia de cemento en el

suelo. Los géneros aislados mayoritariamente son Aspergillus

y Penicillium, en tanto que los conidios de los Phycomycetes

al vehicularse con dificultad en la atmósfera son menos abundan¬

tes.

Eckman y Morgan-Jones en 1979 ( 127 ) estudiaron la micoflora

atmosférica de explotaciones aviares, utilizando la técnica

de exposición de placas de Petri con medio de cultivo. La especie

más frecuente fue Cladosporium cladosporioides, aislándose tam¬

bién diferentes especies del género Aspergillus, Penicillium,

Fusarium y Acremonium, entre otros.

Sánchez Franco y cois, en 1981 (329) investigaron la micoflora

atmosférica de explotaciones de codornices, utilizando la técnica

de sedimentación en placas de Petri, conteniendo medio de culti¬

vo.

Los géneros aislados mayoritariamente fueron Aspergillus, Peni-

cillium, Scopulariopsis y Aureobasidium. Entre las especies

del género Aspergillus, la más frecuente fue Aspergillus fumiga-

tus.

González Cabo en 1985 ( 156 ) realizó un estudio de la micoflora
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atmosférica en una explotación de conejos, utilizando un método

volumétrico, así como de los hongos presentes en el pelo y apara-

to respiratorio de los animales muestreados. Los géneros mayori-

tariamente aislados de la atmósfera fueron Penicillium, Cladospo-

rium y Aspergillus.

A lo largo de nuestro estudio, los géneros Penicillium, Asper-

gillus, Cladosporium, Alternaría y Candida se aislaron en más

del 50% de las explotaciones muestreadas, además de colonias

de micelios estériles dematiáceos (TABLA na 7 ).

Los géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y Alternaría

han sido los que se han aislado con mayor frecuencia en la atmós-

geográficas ( 13, 61, 62,.64, 79 )•fera de distintas zonas

Los dos primeros son los más frecuentes en los estudios realiza-

dos en explotaciones animales (99,127,156,262,303,329 )• El

género Cladosporium ocupa un lugar predominante sólo en algunos

estudios ( 127,156 ) mientras que el género Alternaría presenta

en general una escasa incidencia.

Debemos destacar la gran frecuencia de aislamiento del género

Scopulariopsis en algunos estudios consultados ( 99,156,303, 329)

y que en nuestra investigación, sin embargo, ocupa el noveno lugar.

Los géneros Candida, Mucor y Fusarium que se encuentran en núes-

tro estudio entre los diez géneros aislados con mayor frecuencia

tienen una escasa incidencia en los trabajosde la atmósfera,
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consultados. Ninguno menciona la presencia del género Aphanocla-

dium ( 127,156,303,329), aislado en el presente trabajo en el

27.27% de las explotaciones muestreadas.

Al comparar la frecuencia de aislamiento de los géneros fúngicos

en la atmósfera de las granjas de vacas, cerdos, conejos y galli-

ñas, se observaron diferencias significativas en seis géneros

(TABLA nQ 8 y GRAFICA ns 1 ).

El género Cladosporium ocupó el primer lugar en el orden de

aislamientos, en la atmósfera de las explotaciones vacunas,

siendo menor su incidencia en las porcinas. El género Alternaría

fue mayoritario en la atmósfera de las explotaciones vacunas,

alcanzando en las explotaciones cunícolas la menor frecuencia

de aparición.

El género Candida se aisló mayoritariamente en la atmósfera

de las explotaciones aviares, siendo en las granjas cunícolas don¬

de alcanzó una menor incidencia.

La frecuencia de aparición del género Mucor fue mayor en las

explotaciones vacunas y porcinas, y el género Scopulariopsis

por el contrario se aisló con mayor frecuencia en la atmósfera

de las explotaciones cunícolas y aviares.

El género Aphanocladium alcanzó una mayor incidencia en la atmós-

ra de las explotaciones porcinas y aviares.
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Las especies mayoritariamente aisladas del género Penicillium

fueron P. viridicatum (24.67%) y P. chrysogenum (23.38%). Del gé-

ñero Aspergillus, fueron A. fumigatus (27.27%), A. candidus

(18.18%) y A. flavus (16.88%), los más frecuentes. Al comparar

la frecuencia de aislamiento de las especies de este género

en la atmósfera de las explotaciones vacunas, porcinas, cunícolas

y aviares, se observaron diferencias significativas en el caso

flavus, aislado mayoritariamente en las explotacionesde A.

porcinas y en el caso de _A. tubingensis presente fundamentalmente

en la atmósfera de las explotaciones vacunas (TABLA nQ 10).

Las especies mayoritariamente aisladas del género Cladosporium

fueron C. herbarum (32.47%) y C. cladosporioides (22.08%). En

este último caso se observaron diferencias significativas, ais-

lándose con mayor frecuencia en la atmósfera de las explotaciones

vacunas y cunícolas (TABLA nQ 10).

En el género Alternarla la especie más frecuente fue k. alternata

y del género Candida, C. famata. Se observaron diferencias signi-

ficativas en la frecuencia de aparición de esta levadura que

se aisló en menor proporción en la atmósfera de las explotaciones

cunícolas (TABLA n9 10).

Se observaron asimismo diferencias significativas en la frecuen-

cia de aparición de Mucor racemosus (aislado en proporción más

elevada en las explotaciones porcinas) y de Scopulariopsis brevi-

caulis y S^. candida, aisladas mayoritariamente de la atmósfera
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de las explotaciones cunícolas.

De entre las especies aisladas, destaca la aparición de Arthro—

derma benhamiae, teleomorfo de Trichophyton mentagrophytes y

agente causal de dermatofitosis ( 312 ), en la atmósfera de dos

explotaciones cunícolas, en las que los animales no mostraron

afección fúngica alguna.

atmósfera diversas especies del

género Chrysosporium, hongo queratinofílico de hábitat marcada-

mente geofílico, que ha sido aislado también de la atmósfera

a lo largo de determinados estudios (121,156).

Asimismo se aislaron de la

6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN EL PELO

0 PLUMAS DE LOS ANIMALES

La micoflora presente en animales sanos ha sido estudiada por

un reducido número de investigadores. Philpot y Berry ( 302 )

indican que Cladosporium y Alternaría son los géneros más común-

mente aislados del pelo de 72 perros estudiados, además de Mucor,

Rhizopus, Penicillium, Epicoccum, Cephalosporium, Stemphylium,

Aureobasidium y Botrytis.

Otros estudios realizados en perros son los de Kushida y cois.

(216) y los de van Cutsem y cois.(111) que indican el aislamiento

de algunas especies de dermatofitos junto con especies de Phyco-
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mycetes, Scopulariopsis, Penicillium, Aspergillus y Alternaría en

perros asintomáticos.

Valle Manzano y cois. ( 370 ) al estudiar la flora saprofita de

perros y gatos con lesiones sospechosas de dermatofitosis señalan

el aislamiento predominantemente de Aspergillus y Alternaría en

las muestras en las que no se aislaron dermatofitos.

Caretta y cois. ( 81 ) investigaron la micoflora de 300 vacas

aislando principalmente junto a hongos clásicamente considerados

como queratinofílicos, especies de los géneros Chaetomium, Botryi-

trichum, Scopulariopsis, Alternaría, Acremoniella, Trichothecium,

siendo escaso el aislamiento de Aspergillus, Penicillium, Fusarium

y Cladosporium.

Aho ( 4 ) estudiando la micoflora saprofita del pelo de perros,

gatos, caballos, vacas y animales de laboratorio, sospechosos

de dermatofitosis, indica que las muestras de vacas, caballos

y cobayos presentaron más especies saprofitas que las relativas

a perros y gatos. Los géneros más frecuentes en todas las muestras

fueron: Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Aureobasidium,

Alternaría, Scopulariopsis, Trichoderma y Trichothecium, demostran-

do diferencias significativas en la frecuencia de aislamiento de

algunos géneros, según la especie animal investigada.

( 243 ) en un estudio de la micoflora presenteMarsella y cois.

en pelos y plumas de animales en cautividad, aislaron ademas de
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queratinofílicos, especies de Penicillium, Cladosporium, Geotri-

chum, Alternaría, Scopulariopsis y Cephalosporium.

Hubálek y cois. ( 190, 191) estudiaron la micoflora presente en el

pelo y órganos internos de pequeños mamíferos y aislaron distintas

cepas de los géneros Penicillium, Aspergillus y Alternaría de

forma mayoritaria.

Caretta y Del Frate ( 80 ) al estudiar la micoflora del pelo de

los conejos salvajes y plumas de gaviotas mencionan el aislamiento

de Penicillium lilacinum, Fusarium oxysporum, Botryotrichum piluli-

ferum y Scopulariopsis sp. además de Chrysosporium keratinophilum.

González Cabo ( 156 ) al" estudiar la micoflora presente en el pelo

de conejos, cita al género Scopulariopsis como el más frecuente,

seguido de Penicillium y Aspergillus.

Coincidiendo con algunos de los resultados expuestos anteriormente,

los géneros aislados con mayor frecuencia en el desarrollo de

la Tesis fueron: Aspergillus, Penicillium, Mucor, Absidia y Alter-

naria (TABLA n9 11 ).

El género Scopulariopsis alcanzó menor incidencia (10.39%).

Al comparar la frecuencia de aislamiento de los distintos géneros

en el pelo de vacas, cerdos, conejos y plumas de gallinas sólo

se observaron diferencias significativas en el género Penicillium
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con un nivel de confianza del 99% (TABLA n9 12 , GRAFICA nQ 2 )

que se aisló con mayor frecuencia de las plumas de gallina y con

menor del pelo de vacas, coincidiendo con los resultados de Caretta

y cois. ( 81 ).

Las especies del género Aspergillus más frecuentes fueron: A.

fumigatus, _A. candidus y _A. tubingensis. Se observaron diferencias

significativas con un nivel de confianza del 95% al comparar la

frecuencia de aislamiento de las muestras de vacas, cerdos, conejos

y gallinas de la especie A. tubingensis (TABLA ns 14 ) que se

aisló con mayor frecuencia en las muestras de pelos de vaca y

no apareció en ninguna muestra de conejos ni gallinas.

Las especies del género Penicillium más frecuentes fueron P. chry-

sogenum y P. viridicatum y entre los Phycomycetes, Mucor racemosus

y Absidia corymbifera.

Se observaron diferencias significativas con un nivel de confianza

del 95% al comparar la frecuencia de aparición de Alternaría

alternata, una de las especies más frecuentes en las muestras de vacas,

14 ), al aislarse con mayorcerdos, conejos y gallinas (TABLA nQ

frecuencia en las muestras de pelos de conejo y con menor frecuen-

cia en las muestras de pelos de cerdo.

Debe señalarse el aislamiento de Arthroderma benhamiae, teleomorfo

de Trichophyton mentagrophytes, en dos muestras de pelo de conejos

, sin lesión aparente. Esta especie es uno de los principales
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agentes causales de dermatofitosis en conejos y ha sido aislado

por otros autores en el pelo de animales sanos: roedores salvajes

( 171,242, 249, 250, 286, 288 ), animales de laboratorio ( 138, 142,

183,213,232), plumas de animales ( 192), conejos ( 147 ), perros

( 111 ), demostrando con ello que muchos animales, en determinadas

condiciones pueden comportarse como portadores.

6.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MIC0FL0RA PRESENTE EN PIENSOS,

FORRAJES Y ENSILADOS

6.3.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN PIENSOS

La micoflora presente en los piensos dependerá de la carga fúngica

aportada por las materias primas que lo integran, que son princi-

pálmente de origen vegetal.

Los estudios realizados sobre la micoflora de los piensos compues-

tos para animales, son relativamente escasos y la mayoría se in-

cluyen en trabajos destinados principalmente al estudio de la

presencia de micotoxinas en este tipo de alimentos.

Ogundero ( 281 ) estudia la micoflora presente en cuarenta muestras

de piensos para aves, indicando que las especies más frecuentes

eran: Aspergillus fumigatus, Mucor pusillus y Thermoascus aurantia-

cus.
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Le Bars ( 223 ) al estudiar la micoflora de piensos compuestos

señala la presencia de diferentes especies de los géneros Peni-

cillium, Cladosporium, Fusarium y Paecilomyces y de Phycomycetes.

En los estudios realizados por Lovett y cois. ( 233 ) se

que . en los piensos para aves los géneros predominantes son Peni-

cillium, Aspergillus, Fusarium y Mucor.

indica

Moreau ( 262) al investigar la micoflora presente en piensos para

cerdos, establece la presencia de cuarenta especies fúngicas,

principalmente incluidas entre los Phycomycetes y los géneros

Aspergillus y Penicillium.

Moreno y Suárez ( 266 ) determinaron la micoflora de piensos comer-

ciales para aves, indicando que los géneros aislados con mayor

frecuencia son: Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Ciados-

porium, además de distintas cepas de Levaduras, no clasificadas.

En nuestro estudio los géneros aislados con mayor frecuencia en

las setenta y cinco muestras de pienso analizadas son Penicillium,

Aspergillus, Fusarium y Candida (TABLA nQ 15) coincidiendo con

los resultados obtenidos por Moreno y Suárez ( 266 ) excepto en

que al reunir estos autores todas las Levaduras en el mismo grupo

ocupan el tercer lugar en la frecuencia de aislamiento y con los

obtenidos por Lovett ( 233 ) a excepción del género Mucor situado

en cuarto lugar.
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Con respecto a los demás géneros aislados destaca la presencia

de Aphanocladium que en nuestro estudio se aisló en el 28%

de las muestras y no ha sido citado en la bibliografía consulta¬

da ( 223, 233, 262, 266, 281 ).

Al comparar la frecuencia de aislamiento de los distintos géne-

ros en los piensos destinados al consumo vacuno, porcino, cuní-

cola y aviar se observaron diferencias significativas con un

nivel de confianza del 99% en tres géneros (TABLA nQ 16, GRAFI-

CA ns 3).

Los géneros Fusarium y Aphanocladium no se aislaron en ninguna

muestra de piensos para conejos, en tanto que el género Candida

se aisló con mayor frecuencia en los piensos destinados a galli-

ñas.

La comparación entre los resultaods correspondientes a las

especies aisladas en el presente estudio (TABLA ns 17 ) con

los trabajos realizados por otros autores se dificulta por

el hecho de que son muy pocos los que llegan al nivel de especie

en la clasificación de las cepas aisladas.

Las especies del género Penicillium más frecuentes en las mués-

tras de pienso estudiadas fueron P^. chrysogenum (38.67%) y

P. viridicatum (24%).

Al comparar la frecuencia de aislamiento de las especies detec-
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tadas en las muestras de piensos de vacas, cerdos, conejos

y gallinas (TABLA ne 18 ), se observaron diferencias significa-

tivas con un 95% de confianza en el caso de chrysogenum,

más frecuente en los piensos de conejos y P^. viridicatum, más

frecuente en los piensos de vacas.

En el caso de P. corylophilum, el nivel de confianza fue del

99%, al ser más frecuente en los piensos de vacas y no haberse

aislado en ninguna muestra de piensos para gallinas y conejos.

En el género Aspergillus fueron _A. flavus (44%), _A. fumigatus

(38.67%), _A. candidus (21.33%) y A. chevalieri (21.33%) las

especies más frecuentes, coincidiendo con los resultados obteni-

dos por otros autores ( 223,262,266 ) en tanto que Ogundero

( 281 ) menciona únicamente el aislamiento de _A. candidus y

A. fumigatus.

Fusarium oxysporum y Candida famata fueron de las especies

más frecuentes, observándose diferencias significativas con un

99% de confianza al igual que en el caso de Aphanocladium álbum

al comparar la frecuencia de aislamiento de estas especies

en los piensos de vacas, cerdos, conejos y gallinas (TABLA

ns 18 )•

Candida famata y Aphanocladium álbum se aislaron con mayor

frecuencia en los piensos de gallinas y Fusarium oxysporum

en los piensos de vacas. En los piensos de conejos no se aisló
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ninguna especie de Fusarium ni ninguna cepa de Aphanocladium

álbum.

El número de UFC/g de muestra en los distintos piensos estudia-
2

siendo el más bajo del orden de 10dos, fue muy variable,

en un pienso de conejos, y de 10® en un pienso de gallinas

y en dos muestras de piensos de cerdos (TABLAS 19 a 22 ).

Lovett y cois. (233) mencionan un contenido fúngico del orden
2 5

de 10 a 10 en piensos para aves y Moreno y Suárez (266)
3 5

tipo de piensos un valor medio de 10 a 10 .en el mismo

8
Buckle ( 55 ) cita valores que llegan hasta 10

Es lógico pensar que en nuestro estudio la contaminación pueda

ser superior ya que las muestras fueron tomadas directamente

de los comederos de los animales, mientras que Moreno y Suárez

(266) las obtienen de sacos cerrados.

Al comparar el contenido fúngico de las muestras de pienso

destinadas a vacas, cerdos, conejos y gallinas se observan

diferencias significativas con un nivel de confianza del 99%

(GRAFICA nQ 4 ) siendo las muestras destinadas a conejos las

que presentaron una mayor carga fúngica.

Existe una gran variedad de factores que pueden incidir en

la aparición de estas diferencias entre los que citaremos la
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contaminación de las materias primas, formando parte en distin-

tas proporciones de la composición de los piensos estudiados,

la utilización de antifúngicos, la forma de presentación de

de éstos y la contaminación posterior a la elaboración.

Moreno y Suárez ( 266) encuentran menor contaminación en los

gránulos que en las harinas destinadas a aves, indicando que

podría ser debido al tratamiento térmico aplicado en la elabora-

ción de los gránulos. A este respecto, debemos mencionar única-

mente que las muestras de conejo eran las únicas en forma de

gránulos, mientras que las restantes muestras estudiadas eran

harinas, lo que podría explicar la menor contaminación observada

en los piensos para conejos.

6.3.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN LOS

FORRAJES

La micoflora presente en los forrajes dependerá de las condicio—

físico-químicas del entorno, especialmente de la humedad
relativa y de la temperatura ambiental,

lote de forraje existe una gran heterogenicidad, dependiendo

del estado de la planta y del nivel de actividad de los enzimas

de las células vegetales ( 222 ).

nes

Incluso en un mismo

En los forrajes será lógico encontrar aquellos hongos miceliares

y levaduras adaptados a la célula vegetal o fitoparasitos,
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cuya persitencia dependerá de las condiciones de almacenamiento

y manipulación.

Clevstrom y Ljunggren ( 106) indican que Cladosporium es el

más abundante, seguido de Fusarium, Alternaría, Botrytis, Asper-

gillus, Penicillium y Mucor, variando su incidencia con el

tiempo de conservación.

Le Bars ( 76 ) indica que en los forrajes secos, las especies

predominantes son Aspergillus repens, _A. versicolor y Scopula-

riopsis brevicaulis, mientras que otros autores ( 104) mencionan

como mayoritarias a especies de los géneros Penicillium, Ciados-

porium y Trichothecium. Lacey ( 219 ) indica como principales

constituyentes de la micoflora de los forrajes a Absidia spp • 9

Aspergillus fumigatus, _A. glaucus, Penicillium spp., _A. nidulans

y Cladosporium y Caretta y cois. ( 81) aíslan fundamentalmente

cepas de Aspergillus, Penicillium, Absidia, Alternaría y Chaeto-

mium.

Pelhate y Agosin ( 229 ) indican que al principio de la recolec-

ción la micoflora está constituida principalmente por los deno-

minados "hongos de campo" (Alternaría, Epicoccum y Fusarium).

Cladosporium constituye la flora intermedia entre los anteriores

y los denominados "hongos de almacenamiento" que se desarrollan

después de la recolección si las condiciones son favorables.

En el estudio de la micoflora presente en las seis muestras

de forraje (cuatro destinadas al consumo vacuno, una a cabras
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y una a caballos) los géneros aislados mayoritariamente fueron:

Alternaría, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium y Scytalidium

(TABLA na 24 ) y las especies más frecuentes: Alternaría alter-

nata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum y Scytalidium

lignicola, citados por Ellis (130, 131 ) como fitoparásitos.

El ns de UFC/g de muestra fue del orden de 10 ^ a 10 (TABLA
8

ns 26), resultados que concuerdan con los mencionados por Buckle

( 55 ).

6.3.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MIC0FL0RA PRESENTE EN ENSILA-

DOS

Las peculiares características que poseen los ensilados hacen

que no sean un sustrato favorable para el desarrollo de los

hongos, pero en las capas superficiales, más aireadas, pueden

desarrollarse distintas especies fúngicas, dependiendo del

tiempo de conservación de los ensilados, Pelhate ( 298) realizó

un estudio de la evolución fúngica en los ensilados. El cambio

brusco producido por la falta de oxígeno repercute rápidamente

en la micoflora presente en las plantas o en la contaminación

producida durante su recolección y manipulación. En una primera

fase, la actividad fermentativa la realizan principalmente

las bacterias del ácido láctico y el pH del sustrato desciende

hasta un pH de aproximadamente 4. En estas condiciones, pueden

desarrollarse las levaduras, que mantendrán en óptimas condicio-
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nes el ensilado. Paralelamente al crecimiento bacteriano pueden

desarrollarse especies microaerófilas, fundamentalmente: Asper-

gillus fumigatus y Geotrichum candidum siendo esta última la que

mejor puede desarrollarse junto a bacterias y levaduras.

El desarrollo de Monascus purpureus eleva el pH del sustrato y

favorece el desarrollo de Phycomycetes, siendo los más frecuen-

tes: Mucor hiemalis y M. racemosus que pueden ser sustituidos

por Absidia corymbifera. En una fase siguiente pueden crecer

distintas especies de Penicillium, Trichoderma y Paecilomyces.

En dos de las tres muestras de ensilado estudiadas, destinadas

al consumo de vacas se aislaron únicamente Geotrichum candidum

y Candida lusitaniae y en la otra muestra G. candidum, Absidia

corymbifera y Aspergillus fumigatus (TABLA nQ 28 ) datos que

coinciden plenamente con los de Pelhate ( 298) expuestos ante-

riormente y con los indicados por Ceruti y cois. ( 88 ) y Caret-

ta y cois. ( 81 ) aunque estos últimos no mencionan el aisla¬

miento de levaduras.

7 8
El n9 de UFC/g de muestra es elevado (orden 10-10 ) coinci-

diendo con Moon y Ely ( 258 ) (TABLA nQ 29 ).
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6.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA PRESENTE EN MUESTRAS

DE SUELOS

6.4.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ESTUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL

La bibliografía existente sobre el estudio de la micoflora

del suelo de distintas zonas geográficas es muy numerosa, en

comparación con los estudios específicos realizados en suelos

directamente en contacto con animales, encaminados casi exclusi¬

vamente al aislamiento de hongos queratinofílicos.

Lovett y cois. ( 233 ) estudian la micoflora presente en la

cama de explotaciones aviares y señalan como géneros predominan¬

tes Penicillium, Scopulariopsis, Candida y Aspergillus y una

2 7
carga fúngica que varía desde 2.7x10 a 2.6x10 UFC/g de

muestra.

Dyar y cois. ( 126 ) señalan en este mismo sustrato contajes

del orden de 10^ a 10^ UFC/g.

Bacon y Burdick ( 20 ) en un estudio similar obtienen unos

2
contajes que oscilan entre 1.4x10

que los géneros más frecuentes son: Aspergillus, Penicillium,

Trichoderma, Scopulariopsis, Cladosporium y Candida.

y 5.3x10^ UFC/g y señalan
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Pinello y cois. ( 303 ) señalan que los géneros aislados mayori-

tariamente de la cama de una explotación de pavos son: Peni—

cillium, Petriella, Scopulariopsis y Aspergillus.

Otros estudios realizados en suelos de parques infantiles

( 68, 140 ) visitados con regularidad por perros y gatos espe-

cialmente, señalan como géneros mayoritarios Penicillium, Mucor,

Aspergillus, Cladosporium y Cephalosporium ( 68 ) y Chaetomium,

Trichosporiella, Penicillium y Coniothyrium ( 140 )•

Calvo y cois. ( 68 ) obtienen un contaje fúngico en las muestras

4 6
que oscila entre 10x10 y 101x10 UFC/g.

Los géneros aislados a lo largo de la Tesis, en más de un 50%

de muestras investigadas fueron: Penicillium, Aspergillus y

Candida, coincidiendo en general con los resultados anteriormen-

te citados (TABLA n2 30 , GRAFICA n2 5 ).

No se observaron diferencias significativas al comparar la

frecuencia de aislamiento de los distintos géneros y especies

en las muestras de suelos de explotaciones vacunas, porcinas,

cunícolas y aviares.

Las especies más frecuentes fueron: Penicillium chrysogenum,

P_. viridicatum, Aspergillus fumigatus y Candida famata (TABLA
n2 31 ).
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El recuento de hongos de las muestras estudiadas osciló entre

11x10 4 muestra de una explotación de ovejas y 413x10 ^en una

UFC/g en una muestra procedente de una explotación de gallinas

(TABLAS núms. 32 y 33), resultados que se hallan entre los

límites señalados por los autores anteriormente mencionados.

Al realizar la comparación entre los valores de micoflora total

de las muestras procedentes de las explotaciones de vacas,

cerdos, conejos y gallinas estudiadas no se observaron diferen¬

cias significativas (GRAFICA na 6 ).

6.4.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL

ESTUDIO DE LOS HONGOS QUERATINOFILICOS

El método para el aislamiento de hongos queratinofílicos descri-

to por Vanbreuseghem en 1952 ( 371 ) es el más utilizado y se

basa en el hecho de que los dermatofitos al igual que la mayoría

de hongos patógenos desarrollan una parte de su ciclo vital

en el suelo ( 7, 8, 11, 24, 68, 73, 80, 81, 82, 83, 97, 132, 138,

140, 160, 164, 198, 199, 200, 248, 253, 254, 272, 304, 307, 377).

De Clerq y de Vroey ( 103) obtuvieron mejores resultados ,

manteniendo las muestras de tierra congeladas a -25SC durante

una semana antes de utilizar la técnica de Vanbreuseghem, evi-

tando así la contaminación por ácaros y aumentando el número

de colonias aisladas.
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Tal como se observa en la TABLA nQ 35' , el 56.1% de las mués-

tras de suelos contenían hongos capaces de desarrollarse sobre

la fuente de queratina.

Tan solo el 22% de las muestras fueron positivas respecto a

la presencia de cepas de los géneros Microsporum, Trichophyton

o Chrysosporium.

Atendiendo al origen de las muestras, en el 18% de las muestras

de suelos de explotaciones vacunas (2/11), en el 66.7% (2/3)

de las muestras de suelos de explotaciones porcinas, en el

26.7% (4/15) de las explotaciones aviares y en la única muestra

de suelo de palomas, se aislaron uno de los tres géneros cita-

dos, como mínimo.

No se observó la presencia de estos hongos clásicamente conside¬

rados como dermatofitos en las seis muestras de suelos de expío-

taciones cunícolas, en las dos muestras de ovejas, en las dos

de cabras ni en la única muestra de caballos.

Estos resultados de aislamiento son bajos si los comparamos

con los obtenidos por otros autores, entre los que citaremos:

Caretta y cois (81 ), indican que el 93% de las muestras de

suelos de una explotación vacuna, son positivos; Alayeto y

cois. ( 11 ) señalan que el 88.9% de las muestras tomadas de

instalaciones del parque zoológico de Barcelona son positivas

y los de Jain ( 200 ) que aisló hongos queratinofílicos en el
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100% de las muestras de suelo de una explotación aviar y en

el 85% de las muestras de una explotación vacuna.

Battelli y cois. ( 24 ) al estudiar la presencia de hongos

queratinofílicos en suelos de madrigueras de marmota señalan

su aislamiento en el 31.5% de las muestras y%solo en el 14.6%

de las muestras de suelo cercanas a las madrigueras.

En los estudios realizados en diversas zonas geográficas los

resultados obtenidos son variables. En las Islas Galápagos,

Ajello y Padhye ( 8 ) obtienen el 31% de muestras positivas.

En Israel, Feuerman y cois. (138) señalan el 38.3% y en Kenia,

Muhammed y Lalji ( 272) el 29.9% de muestras positivas.

Battelli y cois. (24 ) indican que en estudios realizados

en Italia, en suelos de distintas zonas geográficas el porcenta-

je de muestras positivas varía desde el 33% hasta el 100%.

Jain y cois. ( 200 ) en la India, aislaron hongos queratinofíli-

eos en un 86.1% de las muestras de suelo de distintas proceden¬

cias y McAleer ( 248), en Australia, en el 90.6% de las muestras

estudiadas.

Caretta y cois, en diversos estudios realizados en Italia aisla-

ron un porcentaje de muestras de suelos positivas, variable

según las zonas: 21.6% ( 80 ), 33.6% ( 79 ) y 51.4% ( 82 ).
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Guarro y cols.( 164 ) aislaron hongos queratinofílicos en un

mayor porcentaje de muestras de suelos de Tarragona que el cita-

do por Calvo y cois. (68) de las muestras procedentes de suelos

de Parques y Jardines de Barcelona.

En el desarrollo de la Tesis la única especie del género Micros-

porum aislada fue M. gypseum que se aisló en una muestra de

suelo de explotación vacuna, en una de explotación porcina

y en dos muestras de explotaciones aviares (TABLA n2 37 ).

Esta especie es la más frecuente en los estudios comentados

anteriormente a excepción de algunos, que no la mencionan ( 8,80,

82, 198, 304, 307 ).

En diversos trabajos destaca junto a esta especie, M. cookei

( 11, 82, 248, 253,254, 272) y de forma ocasional M. fulvum

( 199 ), M. canis ( 254 ), M. vanbreuseghemii ( 83, 254 ) y

M. nanum ( 200 ).

La única especie del género Trichophyton aislada ha sido T.

ajelloi que se aisló en una muestra de suelo de explotación

37). La frecuencia de estavacuna y en una de aviar (TABLA ns

especie en distintos tipos de suelos ha sido puesta de manifies-

to por numerosos autores ( 7,11,24,68, 81, 97,164,248,253, 254,

272, 307 )• Algunos investigadores mencionan una notable inci-

dencia de T. terrestre ( 7,24,81,82,97,138,253,254,300 ).
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En relación con las especies del genero Chrysosporium. en una

muestra de suelo de explotación vacuna se aislaron C^. keratino-

philum y £. queenslandicum.

En una muestra de una explotación porcina se aislaron junto

a Microsporum gypseum, Chrysosporium merdarium y C. tropicum.

En la muestra de'suelos en contacto con palomas se aisló Chry-

sosporium queenslandicum.

En una muestra de suelo de explotación aviar se aislaron C. geor-

gii y C, queenslandicum junto con Microsporum gypseum y Trichophy-

ton ajelloi.

Crhysosporium merdarium se aisló conjuntamente con Microsporum

gypseum en una muestra de suelos de explotaciones avícolas, mien-

tras que fue £. indicum la única especie aislada en dos muestras

de suelos de explotaciones aviares.

A excepción de C. georgii y C. queenslandicum las restantes espe-

cies han sido aisladas por numerosos autores: C. keratinophilum

( 7, 8, 11,68,73, 80, 81, 82, 138, 199, 200, 248, 253, 304, 307)

7 ), C^. tropicum ( 7, 8, 68, 80, 82, 83, 164, 198,
’

199,200, 248,253, 304 )C. indicum (8, 68, 73, 81, 199, 248, 304 ).

C. merdarium (

Griffin en 1960 (160) indicó que existe una sucesión en la

colonización fúngica de las fuentes de queratina en contacto
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con el suelo, iniciando su desarrollo aquellos hongos saprofitos

competitivos como Penicillium, Fusarium, algunos Phycomycetes,

Chaetomium, Gliocladium y Humicola entre otros que utilizarían

los nutrientes menos complejos del sustrato. Por último aparece-

rían aquellos hongos capaces de utilizar los metabolitos finales

y más resistentes del sustrato, entre los que destacan cepas

de Microsporum gypseum y Trichophyton ajelloi.

De Vries ( 377 ) observó crecimiento de algunos hongos sobre

queratina, tratándose de especies clásicamente consideradas como

no queratinofílicas que formaban estrechas perforaciones de

aproximadamente 1 ju de diámetro en la corteza del pelo, en sitúa-

ción perpendicular a su eje.

English ( 132 ) estableció cinco grupos en función del grado

de crecimiento y ataque de la queratina. De los 25 géneros

(33 especies) de Ascomycetes, Hyphomycetes y Phycomycetes,

únicamente dos (Candida albicans y Geotrichum candidum) no

de utilizar ningún sustrato queratinizado comofueron capaces

medio de crecimiento.

En trabajos realizados por otros autores se señala también

el aislamiento de otros géneros no considerados como dermatofi-

tos ni queratinofílicos, utilizando la técnica de Vanbreuseghem

( 371 ).

Alayeto y cois. ( 11 ) indican el aislamiento de Penicillium,
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Alternaría, Aspergillus, Paecilomyces y Verticillum.

Guarro y cois. ( 164) aislaron también: Fusarium, Penicillium,

Alternaría, Aspergillus, Mucor,Pestalotia, Acremonium, Paecilo-

myces y Scopulariopsis.

Calvo y cois. ( 68 ) destacan un elevado porcentaje de Cephalos-

porium, Penicillium, Mucor, Alternaría y Cladosporium entre

otros.

Mercantini y cois. ( 253,254 ) mencionan el aislamiento de Dihe-

terospora, Paecilomyces, Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum,

Penicillium, Aspergillus, Gliocladium, Rhinocladiella, Tricho-

thecium, Scopulariopsis, Alternaría y Rhizopus.

Piontelli y Caretta ( 304 ) añaden a la lista anterior los gene-

ros Botryotrichum, Humicola, Mucor y Stemphylium.

Caretta y del Frate ( 80 ) señalan el. aislamiento de Botryotri-

chum, Diheterospora y Penicillium.

Coincidiendo con los resultados anteriormente expuestos, en

el estudio, objeto de la Tesis, los géneros aislados mayorita-

riamente además de Trichophyton, Microsporum y Chrysosporium

fueron: Scopulariopsis, Penicillium, Alternaría y Geotrichum

(TABLA n- 36 ) .
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Al realizar el análisis estadístico para comparar la frecuencia

de aparición de cada uno de los géneros y especies aislados

de las muestras de suelos de explotaciones de vacas, cerdos,

conejos y gallinas, en las que se aislaron hongos queratinofíli-

eos, no se observaron diferencias significativas.

Las especies mayoritariamente aisladas, además de las relativas

a los géneros Trichophyton, Microsporum y Chrysosporium, comen-

tadas anteriormente, han sido las siguientes: Scopulariopsis

brevicaulis, S. candida, Penicillium martensii, Alternarla

alternata y Geotrichum candidum.

6.5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL

ESTUDIO DE LA MI COFLORA TOTAL PRESENTE EN EL

HABITAT DE LOS ANIMALES INVESTIGADOS

Algunos autores han intentado establecer una relación entre

la micoflora presente en diversos hábitats de explotaciones

animales ( 81, 156, 191, 233, 262, 303 ).

Pinello y cois. (• 303 ) estudiaron la micoflora presente en

el aire y camas de una explotación aviar con el fin de córrela-

cionarla con la micoflora aislada de diversos tejidos.

En este estudio señalan que los géneros Scopulariopsis, Peni-

cillium, Aspergillus y Petriella son los más frecuentes en

el aire y en las camas, aislándolos .asimismo de pulmones, higa-
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do o cerebro de los animales.

Hubálek y cois. ( 191 ) comparan la micoflora aislada en el

pelo y en distintos órganos de pequeños mamíferos salvajes,

encontrando en general los mismos géneros en ambos hábitats

aunque la incidencia sea distinta.

Lovett y cois. ( 233 ) comparan la frecuencia de aislamiento

en el pienso y en la cama de una

explotación aviar, aislando mayor número de géneros en la cama

que en el pienso y encontrando concordancias en los géneros

de los hongos presentes

mayoritarios.

Caretta y cois. ( 81 ) estudiando la presencia de hongos quera-

tinofílicos en el pelo de vacas, suelo de la explotación, excre-

mentos y forraje, aislan algunas especies en más de un hábitat

aunque con distinta incidencia, mientras que otras se aislan

sólo en uno de los hábitats investigados.

Moreau (262) al investigar la micoflora presente en la atmósfera

y piensos de una explotación porcina, señala que la micoflora

atmosférica es un reflejo cualitativo y cuantitativo de los

hongos presentes en los piensos.

González Cabo ( 156 ) estudia la relación existente entre la

micoflora presente en la atmósfera, aparato respiratorio y

pelo de conejos e indica que no encontró diferencias significa—
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tivas en la frecuencia de aislamiento de los distintos géneros

a excepción de Cladosporium, más frecuente en el aire, Paecilo-

aislado mayoritariamente del aparato respiratorio ymyces,

Scopulariopsis y Mucor más frecuentes en el pelo.

Al comparar la frecuencia de aparición de los distintos géneros

aislados en todas las muestras investigadas a lo largo del

presente estudio (TABLA n9 38 ) se observaron diferencias

significativas en los géneros Alternaría, Aphanocladium, Asper-

gillus, Candida, Chrysosporium, Cladosporium, Epicoccum, Fusa-

rium, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Scopulariopsis y Ulocladium.

También se observaron diferencias significativas en la frecuen¬

cia de aislamiento de micelios estériles dematiáceos. En todos

los casos el nivel de confianza fue del 99%, a excepción del

género Rhizopus que fue del 95%.

Aunque la mayoría de los hongos podían desarrollarse en todos

los sustratos estudiados, estas diferencias indican que existen

uno o unos hábitats preferentes.

Los géneros Alternaría, Cladosporium, Epicoccum y Ulocladium

se aislaron con mayor frecuencia de la atmósfera que de la

superficie del animal, de los alimentos y del suelo.

El género Aphanocladium, por el contrario, presentó una frecuen-

cia de aislamiento de la atmósfera y de los alimentos, muy

similar y superior en ambos casos a la frecuencia de aparición
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observada de la superficie del animal (pelos o plumas) y del

suelo.

Aspergillus y Penicillium fueron los dos géneros aislados de

forma mayoritaria en todas las muestras estudiadas. Se observa¬

ron diferencias significativas ya que comparativamente el género

Penicillium, se aisló con menor frecuencia del pelo y plumas

de los animales y el género Aspergillus en mayor porcentaje

de muestras de aire y alimentos que de pelos, plumas y suelos.

El género Candida presentó menor incidencia en las muestras

de pelos y plumas de los animales y el género Fusarium apareció

de forma mayoritaria en la atmósfera y en las muestras de ali¬

mentos.

Los Phycomycetes aislados (Absidia, Circinella, Mucor y Rhizo-

pus) se encuentran distribuidos en todos los hábitats o sustra-

tos estudiados, pero se observan diferencias significativas

en la frecuencia de aislamiento del género Mucor, con una mayor

incidencia en la atmósfera y el animal y del género Rhizopus

en los alimentos.

Cepas de Trichophyton, Microsporum y Chrysosporium se aislaron

básicamente del suelo, aunque algunas cepas de este último

género se aislaron también de la atmósfera.

El género Scopulariopsis que como ya hemos comentado fue el
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género mayoritariamente aislado siguiendo la técnica de Vanbreu-

seghem, se detectó fundamentalmente en el suelo y con menor

incidencia en la atmósfera.

Para cada explotación estudiada se consideró se interés destacar

aquellas especies que se aislaron como mínimo en dos de los

hábitats o sustratos estudiados, demostrándose así la fácil

dispersión de la mayoría de los hongos en la atmósfera y su

capacidad de desarrollarse en diversos sustratos. Por su ines¬

pecificidad, no se han considerado las coincidencias halladas

en el caso de los micelios estériles.

6.5.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ESTUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL DE LAS EXPLO-

TACIONES VACUNAS

En diecinueve de las veinte explotaciones vacunas estudiadas

se han aislado 36 especies como mínimo en dos de los hábitats

estudiados (TABLAS nQ 40 a 58 ).

Las más frecuentes fueron: Absidia corymbifera, Alternaría

alternata, Aspergillus fumigatus, Penicillium viridicatum,

Aspergillus tubingensis y Fusarium oxysporum.

Alternaría alternata y Absidia corymbifera se aislaron princi-

pálmente del aire y pelo de los animales.
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Aspergillus fumigatus se aisló mayoritariamente en el aire

y pelo y Fusarium oxysporum del aire y pienso.

En las explotaciones núms. 14 y 15 (TABLAS núms. 42 y 43),

Aspergillus fumigatus se aisló a la vez en todos los hábitats

estudiados: aire, pelo, pienso y suelo.

Absidia corymbifera en las explotaciones núms. 73 y 81 (TABLAS

57 ) se aisló en todos los hábitats estudiados:52 ynums.

aire, pelo y pienso.

6.5.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ESTUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL DE LAS

EXPLOTACIONES DE CERDOS

En las veinte explotaciones porcinas investigadas, se han obte-

nido como mínimo en dos de los hábitats estudiados, 24 especies

distintas (TABLAS n9 60 a 79 ). Las más frecuentes fueron Apha-

nocladium álbum, Aspergillus flavus, A. fumigatus, Candida

famata y Fusarium oxysporum que se aislaron fundamentalmente

del aire y del pienso.

En la explotación n9 52 (TABLA nQ 75 ) se aisló en todos los

hábitats investigados (aire, pelo y pienso) la especie Absidia

corymbifera.

Candida famata en las explotaciones núms. 52 y 59 (TABLAS núms
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75 y 79 ), se aisló conjuntamente del aire, pelo y pienos

al igual que C. lusitaniae en la explotación nQ 54 (TABLA nQ 77).

Aspergillus flavus se identificó en la explotación ns 21 (TABLA

ne 64 ) en todos los hábitats estudiados (aire, pelo y pienso)

y lo mismo se observó en la explotación ne 22 (TABLA nQ

65 ) con Aspergillus fumigatus.

En la explotación nQ 36 (TABLA nQ 69 )se aisló en todos los

hábitats investigados (aire, pelo y pienso) la especie Fusarium

oxysporum, al igual que Mucor racemosus en la explotación

n° 50 (TABLA n° 73 ).

En la explotación ne 2 (TABLA nQ 60 ) Penicillium chrysogenum

se aisló del aire, pelo, pienso y suelo.

6.5.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ESTUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL DE LAS

EXPLOTACIONES DE CONEJOS

En catorce de las quince explotacions cunícolas estudiadas,

se aislaron en dos hábitats como mínimo 31 especies distintas

94 ). Las más frecuentes fueron Alternarla(TABLAS n2 81 a

alternata y Penicillium chrysogenum.

A. alternata, se aisló fundamentalmente del aire y pelo de

los animales, en tanto que P^. chrysogenum se detectó con mayor
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frecuencia en el pienso y pelo de los animales.

Aspergillus fumigatus en las explotaciones núms. 16 y 20 (TABLAS

núms. 81 y 82) se aisló en todos los hábitats estudiados.

En la explotación n9 28 (TABLA nQ

y suelo se aisló Geotrichum candidum.

83 ) del aire, pelo, pienso

En la explotación nQ 63 (TABLA ne 88 ), Mucor plumbeus y

Trichothecium roseum se aislaron en todos los hábitats estudia¬

dos: aire, pelo, piensos y suelo.

6.5.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ESTUDIO DE LA MIC0FL0RA TOTAL DE LAS

EXPLOTACIONES DE GALLINAS

En todas las muestras de explotaciones de gallinas se aislaron

en dos hábitats como mínimo 27 especies distintas (TABLAS núms

96a 110). Las más frecuentes fueron Candida famata, Aphanocla-

dium álbum y Penicillium chrysogenum.

£. famata y P. chrysogenum se aislaron fundamentalmente de

la atmósfera, pienso y suelo y A. álbum de aire, plumas y pien¬

so.

£. famata en las explotaciones núms. 40, 61 y 78 (TABLAS núms

103', 106 y 110), se aisló de los cuatro hábitats estudiados
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(aire, plumas, pienso y suelo). La misma coincidencia se observó

en la explotación nQ 61 (TABLA ns 106) en el caso de A. álbum

y en las explotaciones núms. 25 y 30 (TABLAS núms. 100y 101 )

en el de P. chrysogenum.

En la explotación n2 65 (TABLA nQ 108 ) P. fellutanum, se aisló

también en todos los hábitats estudiados.

6 ■ 5 ■ 5 ■ DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL

ESTUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL DE LAS EXPLO-

TACIONES DE OVEJAS

En las tres explotaciones de ovejas estudiadas se aislaron ocho

especies distintas como mínimo en dos de los hábitats estudiados

(TABLAS núms. 112a 114). Las más frecuentes fueron Absidia corym-

bífera y Candida famata. Esta última se aisló siempre del aire,

pienso y suelo.

Ninguna de las especies halladas pudo aislarse a la vez en todos

los hábitats estudiados.

6 • 5 • ó ■ DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL

ESTUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL DE LAS EXPLO-

TACIONES DE CABRAS

En las dos granjas de cabras estudiadas se aislaron como mínimo

en dos de los hábitats cuatro especies distintas (TABLAS núms
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las más frecuentes Alternaría alternata y Cía-116 y 117), siendo

dosporium herbarum.

Ninguna de las especies encontradas pudo aislarase a la vez en to¬

dos los hábitats estudiados.

6,5,7, DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ES-

TUDIO DE LA MICOFLORA TOTAL DE LAS EXPLOTACIONES

DE CABALLO Y PALOMA

En la explotación de caballos estudiada se aislaron como mínimo en

dos de los hábitats estudiados (TABLA nQ 111) nueve especies dife¬

rentes pero ninguna de ellas pudo aislarse a la vez en todos los

hábitats estudiados.

En la explotación de palomas estudiada se aislaron como mínimo en

dos de los hábitats estudiados (TABLA ns 121 ) seis especies dis¬

tintas. Unicamente Alternaría alternata se aisló a la vez del ai^.-

re, plumas, pienso y suelo.
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6.6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL

ESTUDIO DE LA CAPACIDAD TOXIGENICA DE LAS CEPAS

DEL GRUPO ASPERGILLUS FLAVUS

6.6.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

AL ENSAYO EN MEDIO YES

El medio YES descrito por Davis y cois, en 1966 (115 ) es uno

de los medios semisintéticos más utilizados para la producción

de aflatoxinas ( 25, 56, 57, 59, 167, 195, 226, 273, 290, 331,

332, 349, 353, 366, 380 ).

Según Davis y cois. ( 115 ) el pH inicial del medio de cultivo,

no determina ninguna influencia en la elaboración de aflatoxi-

ñas, aunque la mayor producción de las mismas se acompaña de

un pH final, de aproximadamente 4.

Park (290) utilizó el medio YES a un pH inicial de 6.6 y Huynh

(195 ) a pH 6. Bullerman ( 59 ) señala que el pH inicial puede

oscilar entre 5 y 6.5 y Tsai ( 366 ), propone la utilización

de este medio a pH 5.5.

Sharma y cois. ( 345 ) demostraron que el crecimiento total

del hongo es independiente del tamaño del inoculo, observando

un incremento gradual en la producción de aflatoxinas al dismi-

nuir la cantidad de inoculo. Cuando el inoculo en el matraz es su-

perior a 10 conidios, la curva de producción de toxinas es bifásica
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con un máximo al noveno y catorceavo día. Cuando el inoculo

es inferior a 10 conidios, la curva de elaboración es monofá-

sica y el valor máximo se obtiene únicamente a los 14 días.

El medio de cultivo utilizado por Sharma y cois. (345) es un

medio de composición definida.

La concentración media de conidios por matraz, citada por la mayo-

ría de autores (25, 59, 226,349,353) es del orden de 10^
algunos investigadores mencionan inóculos más elevados (331,

, aunque

380 ) o inferiores (290, 366 ).

Schroeder y Hein (337 ) afirman que la temperatura es el factor

más importante en la actividad metabólica de los hongos. Por

este motivo se han realizado diversos estudios sobre el efecto

que la temperatura ejerce en la producción de aflatoxinas.

Jarvis ( 201 ) indica que a temperaturas interiore a 13SC y

superiores a 42QC no se elaboran aflatoxinas. Schroeder y Hein

( 337 ) establecen que la temperatura óptima se encuentra entre

20QC y 35-C, por lo que diversos autores proponen como idónea

la temperatura de 25SC ( 56, 59,115,244,290,366 )• Otros inves-

tigadores, sin embargo señalan como temperatura más adecuada

la de 28SC-29QC (125,195,267,333,353,380 ).

El tiempo necesario para obtener la máxima producción de afla-

toxina está relacionado con la temperatura; y asimismo depende

del medio de cultivo empleado.
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Los autores que proponen la utilización del medio YES, indican

tiempos de incubación variables: 7 días (226,353 ), 10 días

( 56,290,380 ), 12 días ( 115,273,331 ), 13 días ( 25 ), 14

días ( 57,59,167,195 ) y 15 días ( 349 ).

Otro factor considerado es la conveniencia de realizar la incu¬

bación del cultivo de forma estática o en agitación. Hayes

( 175 ) obtiene buenos resultados, tanto de formación de micelio

como de producción de aflatoxinas, sometiendo los cultivos

a agitación, sin embargo, otros autores, indican que por este

método se consigue un incremento en la producción de micelio,

pero que la máxima cantidad de aflatoxinas se obtiene en culti¬

vos estáticos: ( 115,133,167,247,297,313,350 ).

También se ha estudiado el efecto que produce la luz sobre

la formación de aflatoxinas. Los estudios realizados por Bennett

y cois. ( 31,32 ) indican que se obtienen mejores resultados,

realizando la incubación de los cultivos en oscuridad.

En base a los datos aportados por la bibliografía se ha realiza-

do el cultivo de las cepas en el medio YES (pH inicial = 5.5)

El inoculo fue del orden de 10 ^ conidiosen ausencia de luz.

por matraz, incubándose a 28QC durante 14 días, en cultivo está¬

tico .
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6.6.1.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

A LOS ENSAYOS REALIZADOS CON EL EXTRACTO CLO-

ROFORMICO

A lo largo de nuestro estudio y siguiendo las condiciones de cul-

tivo y extracción citadas en el apartado 4.4.1. se ha observado

que sólo cinco cepas (13.5%) del grupo Aspergillus flavus ensaya¬

das son productoras de aflatoxinas. Dos de ellas fueron aisladas

de piensos de vacas (81t y 82n), una de piensos para cerdos

una de piensos para gallinas (4x) y una de pienso para(2i),

caballo (17 1).

Este porcentaje es relativamente bajo, si se compara con los

resultados de Moreno ( 265 ) en los que un 38.9% de las cepas

del grupo Aspergillus flavus aisladas de piensos compuestos

para aves son productoras de aflatoxinas y Le Bars ( 223 ) quien

indica que el 22% de las cepas del mismo grupo aisladas de

piensos compuestos para cerdos son también capaces de elaborar

aflatoxinas.

La mayoría de los estudios se han realizado a partir de materias

primas destinadas a la fabricación de piensos y no con los

productos elaborados. En este sentido podemos destacar los

trabajos de Sanchis ( 332 ) que obtiene un 27% de cepas del

grupo Aspergillus flavus, aisladas del maíz, productoras de

Schroeder (337) resumen los resultados obtenidosaflatoxinas.

desde 1969 hasta 1971 en distintos cereales, detectando porcen-
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tajes de cepas productoras que varían desde un 20% hasta el

100%. Estas variaciones entre las cepas se suelen relacionar

con el sustrato del que se aislan y con su origen geográfico,

indicándose que en general las cepas de origen tropical son

más toxigénicas que las procedentes de regiones templadas

( 260 ).

Dorner y cois. ( 125) mencionan que la diferencia bioquímica

más marcada entre Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus

es que este último produce las cuatro clásicas aflatoxinas

(B^ ,B2 »G >G 2 ) Y A* flavus normalmente no elabora las aflato-
xinas G i y G 2

En nuestro estudio las tres cepas de Aspergillus parasiticus

ensayadas han elaborado las cuatro aflatoxinas.

Tres de las cepas de Aspergillus flavus (2i, 4x y 82n) produjeron

; la cepa de A.flavus NRRL 3251 elaboró aflatoxinasB i y Gi

B 1 ,B2 y Gx

B i y B2y dos cepas (171 y _A. flavus NRRL 6540) fueron capaces

; la cepa A. flavus NRRL 6412. produjo aflatoxinas

únicamente de elaborar aflatoxina Bj

Masimango y cois. (245 ) y Bean y Fernando ( 29 ) detectan

la producción tanto de aflatoxinas Bj y B 2 como de Bj y

,B2 1 y ^2 por parte deG^> de Bj
las distintas cepas de Aspergillus flavus, estudiadas. Lillard

, y de B1»^2 y G^

( 226 ) detecta tres cepas de Aspergillus flavus productoras
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de las cuatro aflatoxinas y Gosh y Haggblom ( 148 ) utilizan

en sus estudios una cepa de Aspergillus flavus productora de

las cuatro aflatoxinas B
^ ,B 2 .G yG 2*1

Bajo el punto de vista cuantitativo, la aflatoxina producida

en mayor concentración por todas las cepas investigadas fue

la B
j , excepto en el caso de la cepa de Aspergillus parasiticus

NRRL 3145 y la de Aspergillus flavus 4x que elaboraron una

mayor concentración de aflatoxina G

centraciones de aflatoxinas B
^ y elaboradas son bajas en

comparación con las detectadas de B^ y G^
cepas de Aspergillus parasiticus productoras de las cuatro

. Generalmente, las con-1

. Considerando las

aflatoxinas, la cantidad de aflatoxina B y Gx representan1

aproximadamente el 95-98% del total de aflatoxinas elaboradas.

6.6.1.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

A LOS ENSAYOS REALIZADOS CON EL EXTRACTO CRU-

DO Y EL MICELIO

6.6.1.2.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDI EN-

TES A LA MEDICION DEL PH Y DEL PESO SECO

DEL MICELIO

El valor medio del pH de las diez cepas productoras de aflatoxi-

ñas fue de 6.175 no observándose diferencias significativas con

la media del pH alcanzado por las cepas no productoras (6.192)

(TABLA ne 124).
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Davis y cois. ( 115) indican que la mayor producción de aflato-

xinas se alcanza en cultivos que tengan aproximadamente un

pH final de 4.

En nuestro estudio, el pH del medio de cultivo .rorrespon-

diente a las cepas que mayor concentración de aflatoxinas

elaboraron, osciló entre 4.40 y 6.02 y el pH del medio de

cultivo de las cepas que produjeron una menor concentración

de aflatoxinas osciló entre 5.58 y 8.40 ( GRAFICA na 10' ).

El valor medio del peso seco del micelio obtenido en el caso

de las cepas productoras de aflatoxinas fue ligeramente infe¬

rior (1388 mg) al obtenido en las cepas no productoras (1448

mg), pero esta diferencia no fue estadísticamente significativa

al realizar al análisis de la varianza.

Tanto en el caso de las cepas productoras como no productoras

de aflatoxinas se encontró una correlación negativa entre

el pH final y el peso seco del micelio (GRAFICAS núms.

9 ) hecho que también se deduce de los estudios8 y

de Masimango ( 244).

6.6.1.2.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPON-

DIENTES A LAS AFLATOXINAS DETECTADAS EN

EL EXTRACTO CRUDO

En 1984 Tsai y cois. ( 366 ) proponen un método simple para la
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producción y cuantificación de aflatoxinas en medio de cultivo

líquido, depositando directamente el extracto crudo obtenido

del desarrollo de las cepas en medio YES, sin necesidad de

realizar ningún proceso de extracción. Estos autores no obser-

varón diferencias significativas entre los resultados obtenidos

con este método y los hallados tras realizar una extracción

clorofórmica. La misma técnica fue citada por Bullerman en

1985 ( 59 ).

En ninguna de las investigaciones citadas ( 59,366 ) se especi-

fica el límite de detección propuesto por este método.

A lo largo, de nuestra investigación no se han detectado al

ensayar directamente el extracto crudo, algunas de las aflato-

xinas elaboradas y puestas de manifiesto en el proceso de

extracción (TABLA ns 125 ), especialmente cuando éstas se en-

cuentran en concentraciones relativamente bajas. La cepa Asper-

gillus flavus NRRL 6142 que elaboró 200 /ig/l de aflatoxina

1 fue detectada por este método,
que fueron capaces de producir 200 /ig/1 (2i,171 y 82n) ni

la cepa 4x que elaboró 600 ;ug/l.

pero no así tres cepasB

En cuanto a la aflatoxinas B
^ » se detectó en todos los casos,

a excepción de la cepa Aspergillus flavus NRRL 6412 que la

produjo en cantidades muy pequeñas (5.5 /ig/1).

La aflatoxina G
^ tampoco se detectó en cuatro de las cepas
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que la habían elaborado a concentraciones del orden de 66.7;

133.3; 266.7 y 800 jug/1.

Las tres cepas productoras de aflatoxina G 2 fueron detectadas

por este método ya que su concentración era alta (800; 2400

y 4800 ug/1).

A partir de los resultados obtenidos, consideramos que esta

técnica es útil por su sencillez y rápida aplicación, pero

puede dejar de detectar algunas aflatoxinas que no hayan sido

elaboradas en gran cantidad. Debe tenerse en cuenta además

que al no realizarse ninguna extracción, otros metabolitos

secundarios pueden interferir y enmascarar los resultados

obtenidos.

6.6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ENSAYO REALIZADO CON LOS MEDIOS DE CULTI-

VO APA Y CAM

Los primeros métodos para la rápida detección de cepas produc-

toras de aflatoxinas fueron propuestos en el año 1965

(375) y se basan fundamentalmente en el diseño de medios de

cultivo que favorezcan la elaboración y acumulación de estos

metabolitos y asimismo permitan detectar fluorescencia azul

alrededor de las colonias cuando se examinan a la luz ultravio¬

leta a 360 nm. A pesar de ser una metodología muy sencilla,

no ha alcanzado la difusión que parecía deducirse sus caracte-
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rísticas y utilidad ( 265).

En el año 1970, Hara y cois. ( 172) describieron el medio APA

cuya composición está basada en una adecuada concentración

de sales y en la adición de "corn steep liquor" que estimula

la producción de aflatoxinas ( 334). Este mismo medio de

cultivo ha sido utilizado por diversos autores ( 104, 202, 230,

265, 316, 330, 332, 353, 385 ).

En 1976, Lin y Dianese ( 229 ) describió el "coconut agar me-

dium", con la misma composición que el medio APA, pero susti-

tuyendo el "corn steep liquor" por extracto fresco de coco

que es un buen sustrato para la producción de aflatoxinas

( 16 ). Este medio de cultivo ha sido empleado por algunos

investigadores ( 332).

En 1976, Torrey y Marth ( 363) describieron un medio de cultivo

basado en el empleo del silicagel para detectar las cepas

aflatoxigénicas mediante la producción de fluorescencia azul

cuando se observan las colonias desarrolladas en placas de

vidrio a la luz ultravioleta.

El medio "Low salts médium" SLH, descrito por Reddy y cois.

en 1971 (313), con la adición de un 2% de agar (SLA) permite

determinar la presencia de cepas toxigénicas, ya que éstas

producen fluorescencia azul a la luz ultravioleta, tal como

indican Clevstron y cois, en 1981 ( 104).
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6.6.2.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDI EN-

TES AL ENSAYO EN MEDIO APA

Las cepas que mostraron fluorescencia al desarrollarse en

el medio APA, mostraron un diámetro de colonia menor al de

las cepas no fluorescentes, siendo esta diferencia significati¬

va con un nivel de confianza superior al 90% e inferior al

95%, sin embargo no se observaron diferencias significativas

entre el diámetro que alcanzaron las cepas productoras de

aflatoxinas en este medio de cultivo, presentaran o no flúores-

cencia, con el diámetro de las cepas no productoras de aflato-

xinas.

Moreno (265) cita un diámetro medio de las colonias desarrolla¬

das en el medio APA de 37 mm, considerando el total de cepas

estudiadas y un diámetro superior, 43 mm, en el caso de las

cepas fluorescentes. En el presente estudio el diámetro medio

de todas las cepas fue de 41 mm y el de las tres cepas flúores-

centes, por el contrario, inferior (32 mm).

Hara y cois. ( 172) mencionan el diámetro observado en las

dos cepas control, utilizadas también en nuestro estudio (45

mm para la cepa Aspergillus parasiticus NRRL 2999 y 50 mm

para la cepa Aspergillus flavus NRRL 3251) datos que no con-

cuerdan plenamente con los obtenidos en nuestro estudio, en el

que alcanzaron diámetros de 27 y 42 mm, respectivamente.
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El 30% de las cepas capaces de elaborar y acumular aflatoxinas

en el medio YES presentaron fluorescencia en el medio APA.

Resultados comparables han sido citados por otros investigado-

res ya que Moreno (265 ) sólo detectó por fluorescencia el

33% de las cepas toxigénicas, Sanchis y cois. (332 ) el 38%,

Jesenska y cois. ( 202) entre el 54% y el 76% y Wicklow

(385) el 67% . En los trabajos mencionados el sustrato utiliza¬

do como referencia para detectar las aflatoxinas fue el trigo

( 265), el medio YES (332), el "Karlsbad biscuits” (202 ) y

el maíz ( 385 ).

Sanchis ( 332) y Jesenska ( 202 ) detectaron fluorescencia en

un bajo número de cepas no productoras de aflatoxinas, en

los medios de cultivo de referencia, indicando por ello que

el medio APA no es específico para este grupo de metabolitos,

sino que además es capaz de favorecer la producción de otras

sustancias que también manifiestan fluorescencia azul a la

luz ultravioleta, como son la asperopterina A y B, el flavacol

y el ácido deoxihidroaspergílico (332).

A pesar de ello, los restantes estudios (265, 385 ) indican

que el medio APA no produce falsos resultados positivos, datos

que coinciden con los obtenidos en esta Tesis, a pesar del

bajo número de cepas detectadas, ya que ninguna de las cepas

no productoras de aflatoxinas en el medio YES permitió detectar

fluorescencia en el medio APA y por el contrario todas las

cepas fluorescentes elaboraron estas micotoxinas en el medio
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de cultivo citado (YES).

Las cepas ensayadas por Wicklow y cois. ( 385) que mostraron

fluorescencia en el medio APA, produjeron más de 1400 ppb

de aflatoxina B ^ en maíz, pero dos cepas no fluorescentes
elaboraron más de 3000 ppb de dicha aflatoxinas en el mismo

sustrato. Del mismo modo cepas no fluorescentes en el estu-

dio realizado por Moreno ( 265 ) elaboraron concentraciones

elevadas de aflatoxina B
^ en trigo (hasta 40000 jug/Kg) y

en nuestro trabajo la cepa 81t (Aspergillus parasiticus) no

fluorescente produjo 10800 /Ug/Kg de B^ en el medio YES.

A partir de los resultados obtenidos, no puede afirmarse

que las cepas no fluorescentes sean aquellas potencialmente

poco productoras en otros medios de cultivo naturales o semi-

sintéticos.

Hara y cois. (172) detectaron en la cepa Aspergillus parasiti-

a las concentracio-cus NRRL 2999 aflatoxinas B ^ ,B 2 jG^y
nes de 4600, 570, 2600 y 300 ug/Kg, respectivamente. En nuestro

estudio, se han obtenido valores superiores para las aflatoxi-

1 (10334.9 /ug/Kg) y Gj (6889.9 jlig/Kg) y ligeramente
inferiores para la aflatoxina B2 (287.1 yUg/Kg) y Gj (191.4
¿ig/Kg).

ñas B

En la cepa de Aspergillus flavus NRRL 3251 los niveles detectados

(172) fueron 2700 jdg/Kg de aflatoxina B^por Hara y cois.
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y 570 /Ug/Kg de aflatoxina B ^

mencionada elaboró 3523.6 yug/Kg de aflatoxina B ^

yug/Kg de aflatoxina B 2 (TABLA ne 128).

. En nuestro estudio la cepa

y 704.7

Wicklow y cois. ( 385 ) indican que la cepa Aspergillus flavus

NRRL 6412 no produjo aflatoxinas en el medio APA y sin embargo

fue capaz de elaborarlas en maíz autoclavado, datos que con-

cuerdan con el estudio llevado a cabo con esta misma cepa,

observándose que no presentaba fluorescencia ni produjo aflato-

xinas en el medio APA y en cambio elaboró aflatoxinas B ^

en el medio YES.y B2

De los trabajos consultados, sólo Moreno ( 265 ) lleva a cabo

una cuantificación de las aflatoxinas producidas en el medio

APA, detectándose en el 45% de las cepas productoras de aflato-

xinas en trigo. En nuestro estudio el medio de Hara y cois.

(172) favoreció su elaboración en el 50% de las cepas producto¬

ras en el medio YES.

Moreno ( 265 ) observó que las cepas productoras en APA que

no mostraron fluorescencia habían elaborado una baja concentra¬

ción de aflatoxinas (48 yug/Kg) datos que coinciden con los

obtenidos en nuestro estudio ya que las mencionadas cepas

produjeron menos de 20 yug/Kg en el citado medio de cultivo.

En el medio APA todas las cepas elaboraron una menor concentra-

,G ^ y G2, datos que coincidención de aflatoxinas B
^ ’B 2
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con los aportados por Moreno (265) a excepción de la

Aspergillus flavus NRRL 3251 que produjo mayor cantidad de

cepa

que en el medio de referencia (medio YES).

Asimismo no se detectaron algunas aflatoxinas elaboradas por

las cepas al desarrollarse en el medio YES (TABLA nsi34).

aflatoxina B
1

La cepas Aspergillus parasiticus 81t productora de las cuatro

aflatoxinas en el medio YES sólo produjo aflatoxinas B ^ y
G
j en el medio APA, y la cepa Aspergillus flavus NRRL 3251

’B 2 y G 1

elaboró aflatoxinas B
^ y B ^ al desarrollarse en el medio

APA.

en el medio YES sóloproductora de aflatoxinas B 1

El medio APA, por tanto, no favorece la elaboración de aflato-

xinas en todas las cepas productoras de las mismas en otros

medios de cultivo. Cuando la concentración elaborada en el

medio APA es baja ( <100 jug/Kg) no aparece fluorescencia.

6.6.2.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDI EN-

TES AL ENSAYO EN MEDIO CAM

Las cepas que mostraron fluorescencia en el medio CAM, presen-

taron un diámetro de colonia, inferior al de las cepas no

fluorescentes, siendo estas diferencias significativas, con

un nivel de confianza superior al 90% pero inferior al 95%.

Las cepas fluorescentes presentaron un color anaranjado ama-
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rillento en el reverso, que tal como indica Lin y Dianese

( 229 ) podría servir para identificar las cepas aflatoxigénicas

incluso sin necesidad de utilizar la luz ultravioleta.

Esta característica, sin embargo, no ha sido citada por Sanchis

y cois. (332).

No se observaron diferencias significativas al comparar el

diámetro de las colonias productoras de aflatoxinas en este

medio, presentaran o no fluorescencia, con el diámetro de las

cepas que no fueron cepas de elaborarlas.

El diámetro de las cepas desarrolladas en el medio CAM (74.5mm).

fue significativamente superior al alcanzado en el medio APA

(41.5mm), con un nivel de confianza del 99%.

En el 40% de las cepas productoras de aflatoxinas en el medio

YES apareció fluorescencia en el medio CAM, resultado bajo

en comparación con el obtenido por Sanchis y cois. ( 332 ),

que detectaron mediante fluorescencia el 97% de las cepas pro¬

ductoras de aflatoxinas en el medio YES.

A pesar de la baja eficacia detectada, este medio de cultivo,

tampoco produce falsos positivos, dado que ninguna cepa no

productora de aflatoxinas en el medio YES, dió lugar a la apari-

ción de fluorescencia en el medio CAM y todas las cepas flúores-

YEScentes elaboraron estas micotoxinas en el medio
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(TABLA ne133).En este sentido parece mejor la utilización de

este medio en lugar del APA si se tiene en cuanto además que

la lectura se realiza a los siete días y en el medio decrito

( 172) al cabo de 10 días.por HARA y cois.

Las cepas que no mostraron fluorescencia, elaboraron concentra¬

ciones inferiores a 1500 ppm de aflatoxinas en el medio YES.

En los trabajos revisados no se menciona la extracción de las

aflatoxinas elaboradas en el medio CAM, ni su cuantificación.

En nuestro estudio , en este medio de cultivo se detectó el

80% de las cepas productoras en YES y la concentración elaborada

fue en general superior a la producida en el medio YES, y en

todos los casos muy superiores a la detectada en el medio APA.

El medio CAM, favoreció la producción de aflatoxinas no detecta¬

das en el medio YES. La cepa Aspergillus flavus NRRL 6540 pro-

en el medio YES elaboró aflatoxinasductora de aflatoxina B
1

B
i ,B 2 y G ^ en el medio CAM (TABLA ns 134).

Aunque ni el medio APA ni el medio CAM detectan todas las cepas

del grupo Aspergillus flavus productoras de aflatoxinas, al

no inducir falsos resultados positivos, son útiles en la detec-

ción rápida de cepas productoras de aflatoxinas. Las cepas

que den resultados negativos en estos medios deben cultivarse

sobre otros sustratos naturales o semisintéticos y confirmar

posteriormente mediante técnicas analíticas la producción o

no de aflatoxinas.
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6.6.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

A LA DETECCION DE AFLATOXINAS POR LA TECNICA

DE FlLTENBORG

Para la detección de cepas aflatoxigénicas Filtenborg y Fris-

vad describieron en 1980 (141) una técnica basada en el hecho

de que las toxinas extracelulares difunden en el sustrato

y pueden detectarse al depositar discos de cultivo de pequeño

diámetro en cromatoplacas y realizando un proceso de cromato-

grafía, después de retirarlos.

Este método ha sido utilizado por Frisvad en 1981 (143) en

un intento de facilitar la clasificación de las cepas del

género Penicillium de la Sección Asimétrica, en base a la

producción de micotoxinas.

En 1983, Frisvad y Filtenborg (144) emplearon esta técnica

para clasificar cepas del género Penicillium terverticiladas.

Mujica y cois. (273) ensayaron el método de Filtenborg, compa¬

rándolo con los resultados obtenidos en el medio Yes, obser¬

vando que en una cepa productora de aflatoxinas B j ,B 2 ,

G 1 y G2 en medio líquido (YES) sólo se detectaba la presencia
de aflatoxina B ^ , mediante la técnica de Filtenborg y no

detectaron aflatoxinas en el caso de una cepa productora de B^
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ni en una cepa que elaboró aflatoxinas B^, B2, y G2 en el me-
dio YES.

menciona la concentración de aflato-En el citado estudio, no se

xinas en ninguno de los medios de cultivo utilizados.

Carballo y Miguel ( 77 ) siguieron la metodología de Filtenborg

comparándola con la producción de micotoxinas al desarrollarse

las cepas en arroz y maíz troceados. Ensayaron la capacidad

toxigénica de dos cepas de Aspergillus flavus aisladas de trigo

en arroz y maíz y que tras

el cultivo de las mismas en el medio GYA ( agar glucosa extracto

de levadura ) fueron también detectadas mediante la técnica

y productoras de aflatoxinas B 1

de Filtenborg. Dichas cepas elaboraron concentraciones del

orden de 56000 y 140000 ug/Kg en arroz y 56000 y 100000 ug/Kg

en maíz, respectivamente.

A partir de estos estudios, los autores citados, concluyen

que la técnica es válida en el caso de las micotoxinas extrace¬

lulares. En el mencionado estudio no se cita la concentración

de aflatoxinas elaborada por las cepas en estudio en el medio

GYA (77).

Filtenborg ( 141 ) indica como límite de detección para la afla-

: 0.1 ppm. Debe señalarse que no hace referencia

a las aflatoxinas B
2 y G2 y en el caso de la cepa Aspergillus

parasiticus NRRL 2999, que produce los cuatro tipos de aflatoxi-

toxina B y G1 1
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ñas, sólo indican la detección de las aflatoxinas B y 6X . En
1

nuestro estudio hemos considerado el mismo límite de detección

para las cuatro aflatoxinas.

En base a este límite y conociendo la concentración de aflatoxi-

ñas elaboradas por las cepas en estudio en los medios APA y

CAM, se ha evaluado la eficacia del método para detectar cepas

toxigénicas.

Observando los resultados obtenidos con el método APA, que

se resumen en la TABLA ns 138, se puede deducir que el límite

propuesto es correcto ya que no se ha detectado ninguna aflato-

xina elaborada a una concentración inferior a 100 ;ug/Kg y sí,

todas las elaboradas a una concentración superior al límite

mencionado.

el medio CAM (TABLA ns 139) no se hanPor el contrario, en

cuatro cepas productoras de aflatoxina B

concentración superior a 100 /ug/Kg (526.6;

3182.7 respectivamente) y tampoco se ha detectado la producción

en dos cepas que elaboraron 175.5 y 175.9

jug/Kg respectivamente de esta aflatoxina.

detectado a una
1

570.5; 1582.8 y

de aflatoxina G
1.

Dado el bajo número de cepas productoras, el análisis estadísti-
co mediante el "test" exacto de Fisher (355) se ha realizado

con los datos obtenidos conjuntamente en los medios de cultivo

(TABLA nQ 140 ).
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En el caso de la aflatoxina B
^

significativas entre los dos márgenes establecidos, ya que

el número de cepas con una concentración superior a 100 ;ug/Kg

que no fueron detectadas es bastante elevado (36.36%), por

lo que consideramos que el límite para la aflatoxina B ^ debería
ser superior a 0.1 ppm según los resultados obtenidos en nuestra

investigación .

no se observaron diferencias

Para la aflatoxinas B2 se observaron diferencias significativas
con un nivel de confianza del 95% y a pesar de no haber podido

llevar a cabo análisis estadísticos para la aflatoxinas G2

dado el número de cepas ensayadas, puede considerarse válido

el límite de detección de 100 jug/Kg.

A pesar de que dos cepas no fueron detectadas como productoras

de aflatoxinas, habiéndose demostrado su capacidad de elaborar

concentraciones de G
j superiores a 100 jug/Kg, se observaron

diferencias significativas con un nivel de confianza del 95%,

entre los dos márgenes establecidos, pudiéndose considerar

válido el límite fijado de 100 /ig/Kg, teniendo en cuenta el

número de cepas ensayadas.

6.6.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES

A LOS METODOS BIOLOGICOS PARA DETECTAR CEPAS

CON CAPACIDAD TOXIGENICA
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6.6.4.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FRENTE A LARVAS

DE ARTEMIA SALINA L.

La utilización de larvas de Artemia salina L. en ensayos de toxici-

dad se inició en la década de los años sesenta (52 ).

Brown y cois, en 1968 ( 52 ) describieron un bioensayo de A.salina

para la aflatoxina B ^ . En las condiciones establecidas por los
autores, una concentración de esta aflatoxina del orden de 0.5

jug/ml produjo más de un 60% de mortalidad en las larvas.

La técnica más utilizada es la de Harwig y Scott en 1971 ( 173)

a partir de la cual se han realizado algunas modificaciones, prin¬

cipalmente el intervalo de tiempo en el que se realiza la lectura

( 66, 118, 122, 275, 359 ).

Como principal conclusión, después de estudiar la mortalidad oca-

sionada por diversos géneros de hongos miceliares sobre las larvas,

todos los investigadores citados, indican que éstas son muy sensi-

bles a los metabolitos tóxicos elaborados por las cepas en estudio,

no siendo necesario para evaluar la capacidad toxigénica de las

cepas, conocer los compuestos activos, ni que éstos estén purifica¬

dos ( 52 ).

En los estudios realizados por Calvo y Caballé ( 66 ), con cepas
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del grupo Aspergillus flavus se indica que el 40% de las cepas

de Aspergillus parasiticus produjeron el 100% de mortalidad de

las larvas. Suárez y cois. (359) señalan que el 95% de las cepas

de Aspergillus flavus y el 92% de las de Aspergillus parasiticus

estudiadas mostraron una marcada toxicidad frente a larvas de

Artemia salina L. Al no mencionarse la capacidad de elaboración de

aflatoxinas por las cepas investigadas, no se puede establecer

una relación entre la mortalidad ocasionada y la producción de

micotoxinas.

Resultados similares obtienen Sanchis y cois. ( 331) con cepas

del grupo Aspergillus flavus, productoras de aflatoxinas al de¬

sarrollarse en medio YES, observando un porcentaje de mortalidad

los extractos metanólicos de dichos cultivos entre el 89 ycon

91% y de 36% con el extracto crudo.

En nuestro estudio, las cepas no productoras de aflatoxinas en

el medio YES ocasionaron una mayor mortalidad de las larvas en compa-

ración con las cepas productoras, tanto en los ensayos realizados

con el extracto crudo como con el extracto acetónico. Estas dife¬

rencias fueron significativas, con un nivel de confianza entre

el 90 y 95% en el caso de los extractos acetónicos.

La mortalidad ocasionada por las cepas productoras de aflatoxinas

al desarrollarse en los medios APA y CAM fue superior a los obteni-

dos por las cepas que no elaboraron aflatoxinas en estos medios

de cultivo, aunque estas diferencias no fueron estadísticamente
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significativas al realizar el análisis de la varianza.

Teniendo en cuenta la mortalidad ocasionada por las cuarenta y

tres cepas investigadas al desarrollarse en los tres medios de

cultivo estudiados, se obtuvieron diferencias significativas con

un nivel de confianza del 99%, observándose un índice de mortalidad

más elevado en los extractos acetónicos de los cultivos desarrolla¬

dos en el medio YES, resultado que está en concordancia con los

datos obtenidos por Sanchis y cois. ( 331) al estudiar la mortali-

dad ocasionada por los extractos crudos y metanólicos de los culti¬

vos desarrollados en el medios YES.

Los resultados obtenidos en el presente estudio no han sido los

esperados, dado que las cepas productoras de una elevada concentra¬

ción de aflatoxinas ocasionaron una mortalidad relativamente baja.

La utilización de larvas de Artemia salina L. para la detección

de cepas toxigénicas es totalmente inespecífica ya que existen

una gran variedad de metabolitos secundarios que pueden presentar

capacidad tóxica, por sí mismos o en asociación con otros, siendo

difícil determinar cual es el metabolito específico al que se

debe la actividad.

En este ensayo debe tenerse en cuenta además la variabilidad bioló-

gica debida a las propias larvas que pueden inducir a error en

los resultados obtenidos.
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Consideramos, sin embargo que la utilización de las larvas de

Artemia salina L. puede servir aunque sólo sea a título orientati-

vo para conocer la posible toxicidad de los metabolitos elaborados

por una cepa fúngica.

6.6.4.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN

EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA FRENTE

A MICROORGANISMOS

Los ensayos microbiológicos basados en la inhibición del crecimien-

to bacteriano han sido propuestos por diversos autores para la

detección de aflatoxinas. Burmeister y Hesseltine en 1966 ( 60 )

ensayaron la sensibilidad de 329 microorganismos (incluyendo bacte-

rias, hongos, algas y protozoos) a la acción de las aflatoxinas

empleando la técnica de la bioautografía. Dichos autores afirmaron

que el estudio con un microorganismo sensible podría suplir el

estudio de toxicidad en patitos de un día. La cepa Bacillus megate-

rium NRRL 1368 (ATCC 25848) fue la más sensible junto a B. brevis.

6.6.4.2.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR

EL METODO DE WlCKERHAM

El método de Wickerham ha sido citado por Raper y Thom ( 309) con

el objeto de observar la producción de antibióticos por parte

de distintas cepas del género Penicillium y otros saprofitos.

Ha sido empleado para el estudio de la producción de sustancias

inhibidoras elaboradas por especies de los géneros: Penicillium
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(70), Aspergillus (66,69), Microsporum (67).

Recientemente Wlostowski ( 390 ) utiliza este método para observar

la inhibición que diversos hongos aislados del suelo ejercen sobre

una cepa de Aspergillus flavus productora de aflatoxinas. El medio

utilizado por este autor es el de Czapek-Dox, en lugar de Wicker-

ham.

Calvo y Caballé ( 66 ) citan que el 89% de las cepas del grupo

Aspergillus flavus son activas frente a Staphylococcus aureus,

el 79% frente a Bacillus megaterium y el 66% inhiben el crecimiento

de Escherichia coli.

En nuestro estudio, por el contrario, el porcentaje de cepas acti-

vas frente a los mismos microorganismos fue inferior ( 53.5% de

cepas activas frente a ÍS. aureus y 34.9% frente a JB. megaterium)

y ninguna de las cepas inhibió el crecimiento de Escherichia coli.

El mayor porcentaje de cepas con capacidad inhibidora se observó

frente a Bacillus subtilis (86%) y Candida albicans (72%).

6.6.4.2.2. DISCUSION DE los resultados obtenidos por

EL METODO DE CAMPBELL

Este método ha sido utilizado para conocer la capacidad inhibidora

de cepas de distintos microorganismos frente a bacterias, levaduras

y hongos miceliares.
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Entre ellos destacaremos los realizados con el género Arthrinium

( 65 ) y Penicillium ( 70 ).

MEDIO APA

Las cepas desarrolladas en el medio APA que elaboraron aflatoxinas

en dicho medio de cultivo fueron más activas frente a Staphylococ-

cus, Bacillus megaterium y Candida albicans que las cepas que

no elaboraron estos metabolitos, observándose diferencias signifi-

cativas en el caso de Í3. aureus (99% de confianza) y C. albicans

(entre el 90 y el 95% de confianza) (TABLA ns 145, GRAFICA nQ 14).

En ambos casos se observaron, asimismo, diferencias significativas

al comparar el grado de inhibición desarrollado por las cepas

(TABLA nQ146) con un nivel de confianza del 95%.

La inhibición observada frente a B. subtilis fue elevada tanto

en el caso de las cepas productoras de aflatoxinas (80%) como

en el de las que no las elaboraron en el medio APA (100%).

Un bajo porcentaje de cepas no productoras (15.8%) inhibieron

el desarrollo de Escherichia coli. Este efecto no se observó en

ninguna de las cepas productoras de aflatoxinas y por este motivo

se detectaron diferencias significativas al comparar el grado

de inhibición (TABLA ns 146 ) con un nivel de confianza del 95%.

Considerando todas las cepas en estudio, el microorganismo más
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sensible fue Bacillus subtilis (TABLA ne 145, GRAFICA ne 14).

MEDIO CAM

Las cepas desarrolladas en el medio CAM productoras de aflatoxinas

en dicho medio, mostraron actividad únicamente frente a Escherichia

coli, Staphylococcus aureus y Bacillus megaterium, siendo el por¬

centaje de cepas activas frente a estos microorganismos superior

al obtenido con las cepas no productoras de aflatoxinas. Estas

diferencias fueron significativas con un 95% de confianza en el

de Bacillus megaterium. El grado de inhibición desarrolladocaso

por las cepas frente a este mismo microorganismo fue también supe¬

rior con un nivel de confianza entre el 90 y el 95% en el caso

de las cepas productoras de aflatoxinas en el medio CAM-.

El porcentaje de cepas no productoras de aflatoxinas que inhibieron

el desarrollo de los microorganimos estudiados fue muy bajo, infe¬

rior al 3%, en el caso de las bacterias Gram positivas ensayadas,

observándose acción inhibidora alguna frente a Escherichiano

coli y Candida albicans.

Considerando todas las cepas en estudio el microorganismo más

sensible fue 13. megaterium, aunque como se observa en la GRAFICA

n° 16 la capacidad inhibidora fue muy baja.

ESTUDIO COMPARATIVO

Comparando los resultados obtenidos al desarrollarse las cepas

productoras de aflatoxinas en los medios APA y CAM, se observa
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que el porcentaje de cepas activas frente a las bacterias Gram

positivas y frente a Candida albicans son superiores en el caso

de los cultivos en medio APA, siendo estas diferencias significati-

vas con un nivel de confianza del 95% en el caso de Staphylococcus

aureus y Candida albicans y del 99% en el caso de Bacillus subti-

lis. El grado de inhibición mostrado por las cepas activas fue

también superior y significativamente diferente frente a estos

tres microorganismos, siendo el nivel de confianza del 95% en

el caso de Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis y entre el

90 y 95% frente a Candida albicans.

El porcentaje de cepas no productoras de aflatoxinas desarrolladas

en el medio APA, activas frente a los microorganismos ensayados

fue superior en todos los casos a los resultados obtenidos en

el medio CAM, observándose diferencias significativas con un nivel

de confianza del 99% en el caso de Bacillus subtilis, B. megaterium

y Candida albicans y del 95% para Escherichia coli. Considerando

el grado de inhibición desarrollado por las cepas activas se obser-

varón también diferencias significativas con un nivel de confianza

del 99% frente a estos cuatro microorganismos.

Si consideramos todas las cepas estudiadas, al comparar los resul¬

tados obtenidos al desarrollarse las cepas en los medios APA y

CAM, se observa que el porcentaje de cepas inhibidoras del creci-

miento de los cinco microorganismos ensayados fue superior cuando

éstas se desarrollaron en el medio APA, siendo estas diferencias

significativas con un 99% de confianza en el caso de la actividad

frente a J3. subtilis, 13. megaterium y C. albicans.
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El bajo porcentaje de cepas activas, observado cuando éstas se

desarrollaron en el medio CAM podría deberse a las características

de crecimiento de las cepas en este medio de cultivo. Como ya

se ha indicado anteriormente, el medio CAM favoreció el crecimiento

y esporulación de todas las cepas estudiadas. Al realizar la técni-

ca de Campbell se producía una gran dispersión de conidios por

la superficie del medio de cultivo (TSA), que dificultaba la lectu-

ra de los diámetros de inhibición. Consideramos, por ello, que

esta técnica no debería ser utilizada cuando los cultivos en estu¬

dio presentan una abundante esporulación.

6.6.4.2.3. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR

EL METODO DE LOS DISCOS

Clements en 1968 ( 102 ) propuso una técnica rápida de difusión

en medio sólido, utilizando Bacillus megaterium NRRL 1368. Stott

en 1975 ( 356 ) utilizó una metodología similar que permitía además

una cuantificación de la patulina, ensayando su acción inhibidora

sobre el desarrollo de B. megaterium.

Respecto a la sensibilidad de los microorganismos a las aflatoxi-

ñas, los resultados obtenidos son muy diversos.

Cantini y cois. ( 75 ) indican que las cepas de Aspergillus flavus

no tienen acción inhibidora frente a Escherichia coli, Staphylococ-

cus aureus y Candida albicans y sólo algunas cepas son activas

frente a Bacillus subtilis.
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El 95% de las cepas de Aspergillus flavus y el 54% de las cepas

de Aspergillus parasiticus ensayadas por Suárez y cois. (359)
mostraron acción inhibidora del desarrollo de Bacillus megaterium.

Calvo y Caballé ( 66 ) p0r el contrario, indican que el 20% de

las cepas del grupo Aspergillus flavus son activas frente a Staphy-

lococcus aureus, el 27.14% frente a Bacillus megaterium y el 28.5%

frente a Escherichia coli.

Los microorganismos Gram positivos y en especial distintas especies

del género Bacillus son los más sensibles a la acción de aflatoxi-

( 50, 56, 60, 102 ).ñas

Algunos autores comparan los resultados obtenidos utilizando esta

técnica con la toxicidad provocada por los mismos extractos sobre

embriones de pollo ( 56,271), indicando que existe en muchos casos

una falta de correlación en los resultados obtenidos.

Suárez y cois. ( 359 ) al comparar la sensibilidad de Bacillus

megaterium y de larvas de Artemia salina L. a los extractos obténi-

dos de cepas aisladas de almidones indican que son más sensibles

las larvas.

EXTRACTO CRUDO

El porcentaje de extractos crudos de las cepas no productoras,

activos frente a bacterias fue superior al porcentaje de extractos
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crudos de las cepas toxigénicas, observándose diferencias signifi¬

cativas con un nivel de confianza del 95% entre el porcentaje

de extractos crudos activos frente a Escherichia coli y Staphylo-

aureus (TABLA nQ 152 , GRAFICA nQ 21 )• Dado que ningúncoccus

extracto crudo procedente de las cepas aflatoxigénicas inhibió

el desarrollo de estos dos microorganismos al comparar el grado

de inhibición producido, se observaron en este caso diferencias

nivel de confianza del 99% (TABLA nQ 153).significativas con un

Considerando los extractos crudos obtenidos al cultivar todas

las cepas en estudio en el medio YES, se observa que Escherichia

coli fue el microorganismo más sensible, aunque debe considerarse

que el pocentaje de extractos que produjeron inhibición del de-

sarrollo de las bacterias estudiadas fue bajo, y que en ningún

caso se observó acción inhibidora alguna sobre Candida albicans

(TABLA n2152, GRAFICA n2 20 ).

EXTRACTO CL0R0F0RMIC0

El porcentaje de extractos clorofórmicos obtenidos a partir del

cultivo de las cepas productoras de aflatoxinas en el medio YES

activos frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis y 15. megate-

rium, fue superior al porcentaje de extractos clorofórmicos acti-

vos, obtenidos a partir de las cepas no aflatoxigénicas, observán-

dose diferencias significativas con un nivel de confianza del

95% en el caso de Bacillus megaterium (TABLA n2 154, GRAFICA na 23).
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Dado que ningún extracto clorofórmico obtenido a partir de las

cepas aflatoxigénicas presentó acción inhibidora frente a Staphy-

lococcus aureus, al comparar el grado de inhibición producido

se observaron diferencias significativas con un nivel de confianza

entre el 90 y el 95% (TABLA n° 155).

Considerando los extractos clorofórmicos obtenidos al cultivas

todas las cepas en estudio en el medio YES, se observa que el

microorganismo más sensible fue Bacillus subtilis y que en ningún

caso se detectó acción inhibidora alguna frente a Candida albicans

(TABLA nQ 154, GRAFICA na 22 ).

ESTUDIO COMPARATIVO

Al comparar los resultados obtenidos con los extractos crudos

y clorofórmicos procedentes del cultivo de las cepas productoras

de aflatoxinas se observa que el porcentaje de extractos clorofór-

micos activos frente a Escherichia coli, Bacillus subtilis y

B. megaterium es superior al porcentaje de extractos crudos acti-

vos, siendo esta diferencia significativa en el caso de Bacillus

subtilis con un nivel de confianza entre el 90 y el 95% (TABLA

nQ 156, GRAFICA nQ 25a). El mismo resultado se obtiene al comparar

el grado de inhibición (TABLA nQ 157).

En el caso de las cepas no aflatoxigénicas se observó que el

porcentaje de extractos crudos activos frente a Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Bacillus megaterium es superior al porcen-
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taje de extractos clorofórmicos activos, siendo esta diferencia

significativa con un nivel de confianza del 95% en el caso de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus ( TABLA ns 156, GRAFICA

ns 25b). Al comparar el grado de inhibición obtenido, se observaron

diferencias significativas con un nivel de confianza del 99%

en el caso de Escherichia coli y entre el 90 y el 95% para Staphy-

lococcus aureus (TABLA ne 158).

Considerando los resultados obtenidos con los extractos crudos

y clorofórmicos procedentes del cultivo de todas las cepas en

studio en el medio YES, se observa que el porcentaje de extractos

crudos activos frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus

superior al porcentaje de extractos clorofórmicos activos,es

siendo esta diferencia significativa con un nivel de confianza

del 95% en el caso de Staphylococcus aureus.

En cambio el porcentaje de extractos clorofórmicos activos frente

a Bacillus subtilis y B. megaterium es superior al porcentaje

de extractos crudos activos, siendo esta diferencia significativa

con un nivel de confianza del 95% en el caso de Bacillus subtilis

(TABLA ns 156 , GRAFICA n^ 24 ).
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7. CONCLUSIONES



Como resumen de los resultados obtenidos y a modo de conclu¬

siones podemos señalar:

1.- El contenido fúngico de las muestras de piensos para

en gránulos, fue significativamente inferior

al de las muestras de piensos destinados a vacas, galli-

conejos,

ñas o cerdos, en forma de harinas.

2.- Al comparar la frecuencia de aislamiento de los distintos

géneros identificados en todas las muestras, se observa¬

ron diferencias significativas en Alternaría, Aphanocla-

dium, Aspergillus, Candida, Chrysosporium, Cladosporium,

Epicoccum, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Scopu-

lariopsis y Ulocladium. Estos resultados permiten afirmar

que aún cuando la mayoría de hongos pueden desarrollarse

en todos los sustratos, existen para algunos géneros

hábitats preferentes.

3.- El género Aphanocladium que se sitúa entre los diez

mayoritariamente aislados en nuestro estudio, tiene

una incidencia escasa o nula en los trabajos sobre mico-

flora revisados.

4.- Candida famata, Aspergillus fumigatus, Absidia corymbife-

ra y Penicillium chrysogenum fueron las especies que

con mayor frecuencia pudieron aislarse de todos los

hábitats estudiados en una misma explotación.
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5.- La presencia en la atmósfera y pelo de conejos sanos

de Arthroderma teleomorfo de Trichophyton mentagrophytes,

corrobora su capacidad de dispersión y la viabilidad

de sus estructuras de reproducción y determina que en

algunas ocasiones los animales sanos puedan comportarse

como portadores.

6.- Del total de cepas del grupo Aspergillus flavus aisladas

de alimentos, tan sólo en el 13.5% pudo detectarse la

producción de aflatoxinas, tras su desarrollo en el

medio YES.

7.- Se observó una correlación negativa entre el pH final del

medio de cultivo y el peso seco del micelio tras el desa¬

rrollo de todas las cepas del grupo Aspergillus flavus es¬

tudiadas en el medio YES.

8.- La cromatografía en capa fina del extracto crudo no

permite detectar aquellas aflatoxinas elaboradas a una

baja concentración. Asimismo debe tenerse en cuenta

que al no realizarse extracción alguna, otros metabolitos

secundarios pueden interferir en los resultados obtenidos.

9.- Aunque ni el medio APA ni el medio CAM permiten detectar

mediante fluorescencia todas las cepas del grupo Aspergí-

llus flavus productoras de aflatoxinas, al no inducir

falsos resultados positivos, son útiles para la detección
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rápida de cepas aflatoxigénicas. Las cepas que den resul¬

tados negativos en estos medios, deben cultivarse sobre

otros sustratos naturales o semisintéticos y confirmar

posteriormente la producción o no de micotoxinas mediante

técnicas analíticas.

10.- La concentración de aflatoxinas elaboradas en el medio

CAM fue en general superior a la producida por las

mismas cepas en el medio YES, y en ambos casos muy supe¬

riores a las detectadas en el medio APA.

11.- Mediante la técnica de Filtenborg se detectan las cepas

productoras de aflatoxinas, siempre que las concentrado-

nes elaboradas sean superiores a 0.1 ppm, aunque conside¬

ramos que para la aflatoxina B. el límite de detección1

debería ser más elevado.

12.- Dada la variabilidad biológica y la detección inespecí-

fica de metabolitos secundarios a través de ensayos

biológicos, consideramos que éstos sólo deberían utili-

zarse a título orientativo para establecer la posible

capacidad toxigénica de cepas fúngicas.
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